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DAF decay accelerating factor 
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DMEM Dulbecco's modified Eagle medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonucleinsäure 
DNAse Desoxyribonuclease 
dNTP 2'- Desoxyribonukleosit 5'-Triphosphat 
DTT 1,4-Dithiothreit 
EBV Ebstein-Barr-Virus 
ECL enhanced chemoluminescence analysis 
EDTA N, N, N’, N’-Ethylendiamintetraacetat 
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 
EPC endothelium progenitor cells 
EPO Erythropoietin 
ERK extracellular signal-regulated kinase 
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1 Einleitung 
1.1 Rheumatoide Arthritis (RA) 
1.1.1 Klinischer Hintergrund 
Die rheumatoide Arthritis (Synonym: chronische Polyarthritis) gehört zur Gruppe der 
Polyarthritiden innerhalb des Formenkreises der rheumatischen Erkrankungen. 
Pathogenetisch handelt es sich um eine autoimmunologisch bedingte, chronische Ent-
zündung der Membrana synovialis bei genetisch Disponierten, welche bevorzugt und 
symmetrisch die distalen Gelenke der Extremitäten befällt und in ihrer Progredienz 
durch invasive Zerstörung der angrenzenden Knorpel- und Knochenstrukturen zu Fehl-
stellungen und Funktionsausfällen der betroffenen Gelenke führt. Dem systemischen 
Charakter rheumatischer Erkrankungen entsprechend treten fakultativ zusätzlich 
extraartikuläre Organmanifestationen v.a. an Lunge, Herz, Augen und Gefäßen auf. Die 
chronisch erhöhte systemische Entzündungsaktivität und das deregulierte Immunsystem 
sind zudem mit vorzeitiger Arteriosklerose und schweren Infektionen assoziiert, welche 
signifikant die Morbiditäts- und Mortalitätsrate der Betroffenen, insbesondere durch 
kardiovaskuläre Ereignisse, erhöhen (Herold 2011). 
 
Exogene und genetische Ätiologiefaktoren 
Als exogene Risikofaktoren spielen Nikotinabusus bei der europäischen Bevölkerung 
(Klareskog et al. 2006, Linn-Rasker et al. 2006, Lee et al. 2007b) sowie Infektionen mit 
Erregern eine Rolle, deren Antigene eine Kreuzreaktivität mit für die Erkrankungsmani-
festation relevanten körpereigenen Antigenen aufweisen (Ebstein-Barr-Virus (EBV), 
Porphyromonas gingivalis, Proteus mirabilis) (Baka et al. 2009). Zwillingsstudien be-
züglich des RA-Risikos zeigen eine Konkordanzrate von 3,6 % bei zweieiigen und      
15 % bei eineiigen Zwillingen (Silman et al. 1993) sowie ein zwischen 2- und 17-fach 
erhöhtes Risiko für die Geschwister von Patienten verglichen mit der Durchschnittsbe-
völkerung (Seldin et al. 1999). Es sind bislang einige wenige Gene identifiziert, die bei 
bestimmten ethnischen Gruppen beim Vorliegen spezifischer Polymorphismen für sich 
alleine genommen die Suszeptibilität für RA erhöhen können. Allele des human 
leukocyte antigen-DRB1 (HLA-DRB1), welche gemeinsame Epitope, die sogenannten 
„shared epitopes“ (SE), enthalten, machen zwischen 30-50 % des Einflusses aller gene-
tischen Polymorphismen auf die Krankheitsentwicklung aus (Gregersen et al. 1987, 
MacGregor et al. 2000, Yamada & Yamamoto 2007). Diese HLA-DRB1-Allele enthal-
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ten als Gemeinsamkeit zwischen den Positionen 70 bis 74 der Aminosäure-Sequenz die 
Abfolge Glutamin (Q)/Arginin (R)-Lysin (K)/Arginin (R)-Arginin (R)-Alanin (A)-
Alanin (A) und sind assoziiert mit der Entwicklung einer seropositiven RA, bei der Au-
to-Antikörper gegen zyklische citrullinierte Peptide (anti-cyclic citrullinated peptide 
(CCP)-AK) sowie Auto-Antikörper verschiedener Isotypen gegen das fragment 
crystalline des IgG (anti-Fcγ-IgM/-IgG/-IgA/-IgE), auch als Rheumafaktoren bezeich-
net, nachweisbar sind. Das Auftreten dieser Auto-Antikörper im Blut kann der eigentli-
chen Krankheitsmanifestation Jahrzehnte vorausgehen (Rantapaa-Dahlqvist 2003, 
Nielen 2004). In verschiedenen ethnischen Gruppen spielen dabei unterschiedliche Ver-
treter dieser SE-HLA-DRB1-Allele eine Rolle (Yamada & Yamamoto 2007). Ein weite-
rer Polymorphismus im Gen des protein tyrosine phosphatase nonreceptor-22 (PTPN-
22) tritt in den Bevölkerungen Europas, Canadas und der USA, nicht aber Asiens in 
Verbindung mit der Entwicklung einer RA auf (Begovich et al. 2004, Mori et al. 2005, 
van Oene et al. 2005, Wesoly 2005, Ikari et al. 2006). Es handelt sich dabei um eine 
Mutation mit konsekutiver Funktionszunahme der Phosphatase, welche zu einer ver-
minderten Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptors (T cell receptor (TCR)) führt. Es 
kommt zu einem Defekt der negativen Selektion von T-Lymphozyten und zum Überle-
ben eines autoreaktiven T-Lymphozyten-Pools (Vang et al. 2005, Wu et al. 2006). Die 
Mutation tritt allerdings sowohl bei RA-Patienten als auch bei Gesunden nur in einem 
geringen Anteil der Fälle auf (Gregersen 2005) und wurde auch als an der Entstehung 
anderer Autoimmunerkrankungen beteiligt nachgewiesen (Bottini et al. 2006). In der 
asiatischen Bevölkerung spielt dagegen ein Polymorphismus der Peptidylarginin-
Deiminase 4 (PAD4) eine Rolle, welche über die Deimination von Arginin zu Citrullin 
die Konformation von Proteinen ändern und diese anfälliger für eine Degradation ma-
chen und zudem auf diesem Wege Neo-Antigene generieren kann, die zur Bildung von 
anti-CCP-AK führen können (Suzuki et al. 2003, van Oene et al. 2005, Kang et al. 
2006, Baka 2009). Zudem sind Polymorphismen einzelner Nucleotide (single nucleotide 
polymorphisms, SNP) in drei DNA-Regionen sowie zahlreiche Gen-Interaktionen und –
Konstellationen bekannt, die ebenfalls für sich, vor allem aber im Zusammenspiel die 
Suszeptibilität für RA erhöhen (Lee 2000, Boone et al. 2004, Wertz et al. 2004, 
Kurreeman et al. 2007, Lee et al. 2007b, Plenge et al. 2007a, Plenge et al. 2007b, Rem-
mers et al. 2007, Thomson et al. 2007, Chang et al. 2008, Raychaudhuri et al. 2008). 
Wohlmöglich haben vielfältigere genetische Alterationen bei RA-Patienten mit jeweils 
geringeren Einzeleffekten summiert einen ähnlich großen Einfluss auf die Entstehung 
einer RA wie Polymorphismen in einzelnen Schlüsselgenen (Huber et al. 2008). Jüngst 
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wurden SNP in der Promoterregion des vascular endothelial growth factor-A (VEGF-
A)-Gens beschrieben, die bei Vorliegen einer RA mit vermehrtem Auftreten kardiovas-
kulärer Pathologien wie der koronaren Herzkrankheit und dem Myokardinfarkt assozi-
iert sind. Zusätzlicher Nikotinabusus erhöht die Auftretenswahrscheinlichkeit derartiger 
Ereignisse weiter. Die Ergebnisse deuten beispielhaft auf eine an der Pathogenese und 
den Komplikationen der RA beteiligte Interaktion einer genetischen Suszeptibilität mit 
der Exposition gegenüber exogenen Risikofaktoren hin (Chen et al. 2011). 
Lebensqualität 
Der Gelenkschmerz, welcher eine führende Rolle in der Einschränkung der Lebensqua-
lität der RA-Patienten spielt (Jakobsson & Hallberg 2002), wird einerseits vermittelt 
durch pro-inflammatorische Cytokine, welche über eine Sensibilisierung des Nerven-
systems zu einer positiven Rückkopplung der Schmerzentstehung und des Schmerzemp-
findens führen (Baeten et al. 2000, De Jongh et al. 2003, Kidd et al. 2004, Wieseler-
Frank et al. 2005, Thacker et al. 2007) und negativen Einfluss auf das psychische und 
emotionale Befinden der Patienten nehmen (Cohen et al. 1995), andererseits durch die 
sekundären Schäden an Knorpel- und Knochenstrukturen, welche eine gesteigerte 
Angiogenese und eine Stimulation des Wachstums sensibler Nerven in der 
osteochondralen Junktionszone zur Folge haben (Walsh et al. 2010). Der Befall der 
Finger- und Handgelenke bewirkt mitunter erhebliche Einschränkungen der Selbstver-
sorgung und der Befall der Fuß-, Knie- und Hüftgelenke eine Beeinträchtigung der kör-
perlichen Mobilität. Die Betroffenen sind in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien auf 
Hilfe im privaten Bereich angewiesen und können oftmals nur noch in begrenztem Ma-
ße am Gesellschaftsleben teilnehmen. Der Verlust der Erwerbsfähigkeit durch die Ent-
stehung von Gelenkschäden führt zur sozialen Isolation und ist assoziiert mit einer re-
duzierten Lebensqualität (Chorus et al. 2003, Simpson et al. 2005). Trotz der expandie-
renden Entwicklung neuer Pharmaka wie der Biologicals in den vergangenen Jahren 
konnte bislang keine deutliche Senkung der Arbeitsunfähigkeitsrate erzielt werden 
(Laas et al. 2006, Wolfe et al. 2007, Allaire et al. 2008, Sokka et al. 2010). Zudem ist 
das Sexualleben durch die systemische Entzündungsaktivität und unerwünschte Wir-
kungen von Pharmaka affektiert (de Araujo et al. 2010).  
Sozioökonomische Bedeutung 
Unter Anwendung der Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology 
ist in Deutschland von einer Prävalenz von 0,5-0,8 % unter Erwachsenen auszugehen. 
Die Inzidenz ist alters- und geschlechtsabhängig und beträgt im Mittel                        
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20-30/100.000 Männer/Jahr bzw. 40-60/100.000 Frauen/Jahr. Das mittlere Erkran-
kungsalter liegt bei 55-65 Jahren (Frauen erkranken früher als Männer). Die geminderte 
Erwerbsfähigkeit und die erheblichen Krankheitskosten bedingen neben großen indivi-
duellen auch nicht unerhebliche gesellschaftliche Auswirkungen. Nach Angaben der 
Rheumatischen Kerndokumentation für Erwachsene, die das zentrale Instrument des 
Monitorings der rheumatischen Versorgung in Deutschland darstellt, betrugen die direk-
ten Krankheitskosten für entzündliche Polyarthritiden im Jahr 2006 knapp 1,5 Milliar-
den Euro, wobei die von 2002-2006 erfolgte Kostensteigerung um 33 % vor allem auf 
Apotheken- und Arzneimittelkosten zurückzuführen sei.
 
Zudem betrugen die indirekten 
Krankheitskosten bei rheumatischen Erkrankungen für das Jahr 2002 unter Einbezug 
aller Arbeitsausfälle bis zum Erreichen des normalen Rentenalters zwischen 13.500 und 
15.600 Euro pro Person und Jahr.
 
25 % der Patienten mit rheumatoider Arthritis waren 
2007 innerhalb der vorhergegangenen 12 Monate mindestens einmal als arbeitsunfähig 
freigestellt, wobei die mittlere Dauer der Arbeitsunfähigkeit 43,4 Tage betrug.
 
Der 
Deutsche Rentenversicherungsbund berichtet über einen Rentenzugang 2007 von      
896 weiblichen und 429 männlichen Patienten mit einem mittleren Alter bei Rentenbe-
ginn von 50,7 Jahren bzw. 52,2 Jahren (Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2010). 
1.2 Histologische und zellbiologische Alterationen bei RA 
1.2.1 Aufbau und Zellen der Membrana synovialis  
Histologie im gesunden Gelenk 
Im gesunden Gelenk wird die Cavitas articularis (Gelenkhöhle) von einer Capsula 
articularis (Gelenkkapsel) umgeben, welche aus einer äußeren Membrana fibrosa aus 
straffem Bindegewebe und einer inneren Membrana synovialis besteht. Die Membrana 
synovialis weist eine innere synoviale Intima, bestehend aus zwei bis drei Lagen zweier, 
zu etwa gleichen Anteilen repräsentierter Typen von Synovialozyten (Typ A 
makrophagenartig, Typ B Fibroblasten-ähnlich), auf  und enthält eine äußere Subintima 
aus vaskularisiertem, lockerem Bindegewebe (Lüllmann-Rauch 2003). Sie ist insgesamt 
eher zellarm und zudem frei von Epithelzellen, einer Basalmembran, Desmosomen oder 
tight junctions. Der lockere histologische Aufbau der Membrana synovialis begünstigt 
die Akkumulation von phlogistischen Agenzien wie Immunkomplexen und bakteriellen 
Zellwandbestandteilen (Bresnihan et al. 2009). Während die Synovialozyten Typ A 
phagozytotisch aktiv sind, synthetisieren die Typ B-Zellen u.a. das Glykosaminoglykan 
Hyaluronan, Proteine (z.B. Kollagene) und das Glykoprotein Lubricin. Hyaluronan und 
Lubricin werden zusammen mit Phospholipiden und Proteinen in die Cavitas articularis 
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sezerniert und sind Bestandteile der Synovia (Gelenkflüssigkeit), welche mit einem 
physiologischen Volumen von < 1 ml je Gelenk die Reibung der Facies articulares (Ge-
lenkflächen) gegeneinander herabsetzt und den avaskulären Gelenkknorpel mit Nähr-
stoffen versorgt. (Lüllmann-Rauch 2003) Desweiteren diffundieren Nährstoffe des Se-
rums über die Zwischenräume der synovialen Intima in die Synovia und tragen eben-
falls zur Versorgung des Gelenkknorpels bei (Bartok & Firestein 2010). 
Histologie bei RA 
Bei der RA kommt es zu einer Inflammation und Hyperplasie der Membrana synovialis, 
welche sich histologisch als Verbreiterung der synovialen Intima durch Hyperplasie der 
Synovialozyten auf zehn bis zwanzig Zelllagen (Bartok & Firestein 2010) und als Inva-
sion von Leukozyten in die Subintima darstellt. Im weiteren Krankheitsverlauf kommt 
es zur Invasion des Pannus (hyperplastische, invasive Membrana synovialis) in das be-
nachbarte Knorpel- und Knochengewebe des Gelenks. Innerhalb des Pannus sind zwei 
Schichten zu unterscheiden. Die äußere Schicht stellt das immunologische Komparti-
ment dar und wird u.a. gebildet von Makrophagen, dendritischen Zellen, T- und          
B-Lymphozyten. In ihr finden Antigen-Präsentation sowie die Produktion von 
Cytokinen und Immunglobulinen statt. Die innere Schicht bildet das erosive Komparti-
ment des Pannus und hat Kontakt zu Chondrozyten und Osteozyten des Gelenks. Vor-
wiegend sind darin Synovialozyten, Osteoklasten, Chondrozyten und neutrophile 
Granulozyten zu finden (Abeles & Pillinger 2006). Insgesamt besteht die Membrana 
synovialis bei der RA vor allem aus Makrophagen (30-40 %) und T-Lymphozyten (ca. 
30 %) und zu einem geringeren Anteil aus Synovialozyten, dendritischen Zellen, weite-
ren Immunzellen sowie Endothelzellen (Simmonds & Foxwell 2008). Histologische 
Veränderungen der Membrana synovialis sind bei RA-Patienten bereits bei klinisch 
noch unauffälligen Gelenken festzustellen. Im Allgemeinen ist die Histologie der 
Membrana synovialis bei RA in erster Linie abhängig von der aktuellen Entzündungs-
aktivität und ist nicht assoziiert mit der Erkrankungsdauer (Baeten et al. 2000). 
Vaskularisation und Gewebehypoxie 
Durch die Hyperplasie der Synovialozyten und die Invasion von Leukozyten entsteht 
mit der Verdickung der Membrana synovialis und der Erhöhung der Zellzahl ein Mehr-
bedarf an Sauerstoff (O2) und Nährstoffen (Stevens et al. 1991, Hitchon et al. 2002, Ga-
ber et al. 2005). Über die Sekretion pro-angiogener Mediatoren (vascular endothelial 
growth factor (VEGF), stromal cell-derived factor-1 (SDF-1), angiopoietin-1 (Ang-1)) 
1 Einleitung 
 
6 
 
wird als gegenregulatorische Antwort auf die hypoxischen Verhältnisse die 
Angiogenese induziert und es kommt zur Proliferation von Endothelzellen und zur Bil-
dung neuer Gefäße aus präexistierenden Kapillaren (Berse et al. 1999, Hitchon et al. 
2002, Koch 2003, Gaber et al. 2005, Kim et al. 2006, Akhavani et al. 2009). Trotz einer 
u.a. mittels power Doppler-Sonographie messbar erhöhten mikrovaskulären Perfusions-
rate im Stadium der akuten Entzündung (Strunk et al. 2004) bleibt eine relative Insuffi-
zienz des Gefäßnetzes bestehen, da das Ausmaß der Zellproliferation und –invasion 
innerhalb der Membrana synovialis die Angiogenese überwiegt. Die Kapillardichte 
sinkt und die Distanz zwischen den Kapillaren und der Cavitas articularis nimmt dabei 
von durchschnittlich 32,5 µm auf durchschnittlich 93,3 µm zu (Gaber et al. 2005). Als 
Marker der persistierenden Gewebehypoxie wird in der Synovia rheumatoider Kniege-
lenke ein mittlerer Sauerstoffpartialdruck (pO2) von 46 mmHg im Vergleich zu einem 
mittleren pO2 von 74 mmHg in der Synovia gesunder Kniegelenke gemessen (Akhavani 
et al. 2009). Zudem deuten ein erhöhter Kohlenstoffdioxidpartialdruck (pCO2) bis     
150 mmHg, eine erhöhte Lactatkonzentration bis 10 mmol/l und ein erniedrigter pH von 
bis zu 6,6 in der Synovia auf einen anaeroben Metabolismus durch unzureichende Per-
fusion und Mikrozirkulation hin (Stevens et al. 1991). Einen aggravierenden Faktor 
stellt zudem die mit der Cytokin- und Mediatorwirkung einhergehende Vasodilatation 
und Permeabilitätssteigerung der Gefäße dar (Strunk et al. 2004, Gaber et al. 2005, 
Szekanecz & Koch 2008). Es kommt zu einem Gewebeödem und zu einer Volumenzu-
nahme der Synovia, wodurch der intraartikuläre Druck (Pia ) steigt. In gesunden Kniege-
lenken liegt der Pia mit -5 mmHg unter dem atmosphärischen, in rheumatoiden Kniege-
lenken dagegen mit +5 bis +10 mmHg geringfügig über dem atmosphärischen Druck. 
Während in gesunden Kniegelenken der Pia bei Bewegung des Gelenkes weiter sinkt, 
nimmt er in RA-Gelenken weiter zu und steigt im Mittel auf > 40 mmHg, in manchen 
Fällen sogar auf Werte > 300 mmHg an. Da der intrakapilläre Druck bei Inflammation 
lediglich zwischen 20 mmHg und 30 mmHg liegt, resultiert eine bewegungsabhängige 
akute Ischämie, die die Gewebehypoxie verstärkt und über die Bildung von reaktiven 
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) bei Reperfusion zu einer Schädigung 
der Zellen führt (Stevens et al. 1991). Die in die Inflammation bei RA involvierten 
Cytokine und die Entzündingsaktivität der Erkrankung scheinen zudem Einfluss auf die 
Morphologie der Gefäße zu nehmen. Im Vergleich der Gefäßmorphologien der RA und 
der Spondylitis ankylosans (SpA), einer ebenfalls zur Gruppe der Polyarthritiden gehö-
renden rheumatischen Erkrankung, überwiegen bei der RA gerade, verzweigte Gefäße 
(in 89 % der Fälle), wohingegen gewundene, buschige Gefäßstrukturen (in 73 % der 
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Fälle) gehäuft bei der SpA gefunden werden. Beide Erkrankungen weisen allerdings 
auch einen Anteil von Fällen mit gemischter Gefäßmorphologie auf (Zhang et al. 2000). 
1.2.2 Rolle der Synovialozyten 
Synovialozyten Typ A (makrophagenartig) in gesunder synovialer Intima 
Die Synovialozyten Typ A entstammen dem Knochenmark (Edwards & Willoughby 
1982) und verbleiben als residente Makrophagen in der synovialen Intima. Es ist bislang 
nicht geklärt, ob die Differenzierung dieser Zellen vor oder nach der Einwanderung in 
die synoviale Intima erfolgt. Sie weisen phänotypische Merkmale anderer Gewebsmak-
rophagen auf (z.B. cluster of differentiation 14 und 68 (CD 14, CD 68), major 
histocompatibility complex II (MHC II) und fragment crystalline receptor γ      (Fc Rγ)) 
und haben phagozytotische Aktivität (Bartok & Firestein 2010). 
Synovialozyten Typ B (Fibroblasten-ähnlich) in gesunder synovialer Intima 
Die Synovialozyten Typ B sind mesenchymalen Ursprungs und teilen Merkmale ande-
rer Fibroblasten (Synthese von Kollagen Typ IV und V sowie Vimentin). Sie unter-
scheiden sich von diesen allerdings auch in funktionell wichtigen phänotypischen 
Merkmalen (Firestein 1996, Firestein 2009) (z.B. Expression von Cadherin-11 für die 
homotypische Aggregation (Lee et al. 2007b, Kiener et al. 2009), Expression der 
Uridin-Diphosphoglucose-Dehydrogenase (UDPGD) für die Hyaluronan-Synthese (Lee 
et al. 2007b). 
Veränderung des Genotyps und Phänotyps der Synovialozyten bei RA 
Bereits in den frühen 1980ern beschrieben Fassbender et al. den Phänotyp und das inva-
sive Proliferationsverhalten der RA-Synovialozyten als Tumor-ähnlich. Als Zeichen 
hoher metabolischer Aktivität zeigen die Zellen zum Einen große, blasse Nuclei, die 
reich an transkriptionell aktivem Euchromatin sind und mehrere prominente Nucleoli 
zur Synthese von Prä-Ribosomen enthalten, zum Anderen enthalten sie ein dichtes raues 
endoplasmatisches Retikulum, welches die hohe Proteinsyntheserate widerspiegelt 
(Fassbender & Simmling-Annefeld 1983). Die dauerhafte Exposition der 
Synovialozyten gegenüber einer genotoxischen Umgebung mit hohen Konzentrationen 
an Cytokinen und Wachstumsfaktoren sowie gegenüber Hypoxie und ROS (Stevens et 
al. 1991, Abeles & Pillinger 2006, Ng et al. 2010, Murdoch et al. 2005) übt einen star-
ken Selektionsdruck auf die Zellen aus und begünstigt verschiedene Adaptationsmecha-
nismen, die in einer dauerhaften Aktivierung der Synovialozyten auch ohne konstante 
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exogene Stimuli resultieren (Huber et al. 2006). Die Zunahme der Zellzahl der 
Synovialozyten in der Membrana synovialis erklärt sich größtenteils aus einer Erhöhung 
des Zellüberlebens und einer Resistenz der Zellen gegenüber Apoptose (Zhang et al. 
2000). Das Verhältnis von anti-apoptotischen zu pro-apoptotischen Proteinen des intrin-
sischen, mitochondrialen Apoptose-Signalweges ist geringfügig zugunsten der anti-
apoptotischen Proteine verschoben (z.B. erhöhte Expression von B-cell lymphoma-2 
(Bcl-2) und B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL)) (Huber et al. 2006, Kammouni et al. 
2007, Liu et al. 2005). Auch der extrinsische, über Ligandenbindung an Rezeptoren der 
tumor necrosis factor (TNF)-Rezeptorfamilie vermittelte Apoptose-Signalweg ist u.a. 
durch eine erhöhte Expression des TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 4 
(TRAIL-R4) moduliert. TRAIL-R4 fungiert als inhibitorischer Apoptose-Rezeptor und 
stimuliert die Zellen stattdessen zur Proliferation, sodass eine TNFα-induzierte 
Apoptose nur bei ca. 30 % der Synovialozyten zu beobachten ist (Terzioglu et al. 2007). 
In den gegen Apoptose resistenten Zellen kommt es dagegen über die Aktivierung des 
nuclear factor kappa light chain enhancer of activated B-cells (NF-κB) zur TNFα-
vermittelten Proliferation und erhöhten Produktion von Cytokinen (Zhang et al. 2000). 
Im Mausmodell fungiert eine überschießende Expression von TNFα als Induktor einer 
chronischen Synovitis und der Destruktion von Knorpel und Knochen (Huber et al. 
2006). Umgekehrt ist eine erhöhte Entzündungsaktivität assoziiert mit einer erhöhten 
Expression von TNFR-1 und -2 in Synovialozyten Typ A, was zur Aufrechterhaltung 
der Inflammation beiträgt (Ida et al. 2009). Zusätzlich zum erhöhten Zellüberleben er-
folgt ein kontinuierlicher Ersatz der Synovialozyten Typ A in der Membrana synovialis 
durch zirkulierende Monozyten, dessen Rate allerdings insgesamt gering ist (Thurlings 
et al. 2009). Im Gegensatz dazu ist der Ursprung der akkumulierenden Synovialozyten 
Typ B bislang nicht geklärt. Diskutiert werden die Einwanderung mesenchymaler 
Stammzellen aus der Zirkulation, die Proliferation eines Stammzellpools innerhalb der 
Membrana synovialis (Bartok & Firestein 2010) sowie die Immigration von Vorläufern 
über Poren des kortikalen Knochens (Marinova-Mutafchieva et al. 2002). Desweiteren 
liegen Ähnlichkeiten zwischen der Invasivität der Synovialozyten bei RA und dem Pro-
liferationsverhalten von Tumorzellen vor, welche zum Teil durch somatische Mutatio-
nen in Tumor-Suppressor-Genen und Onkogenen bedingt sind. Hierbei zeigen die 
Synovialozyten allerdings im Gegensatz zu malignen Zellen keine autonome Prolifera-
tion, die unabhängig von externer Regulation ist, sondern werden von verschiedenen 
externen Stimuli des genotoxischen Milieus in einer nicht physiologischen und über-
schießenden Weise aktiviert und proliferieren demnach eher mit einer hypersensiblen 
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und semi-malignen Charakteristik (Abeles & Pillinger 2006). Es sind eine Reihe von 
Mutationen in Tumor-Suppressor-Genen und Onkogenen in den Synovialozyten be-
kannt, welche sowohl primär durch die Wirkung von ROS als auch sekundär durch Mu-
tationen in DNA-Reparatursystemen hervorgerufen werden können. Somatische Muta-
tionen im Protein 53 (p53)-Gen (Firestein et al. 1997) führen zu einem fehlenden Zell-
zyklusarrest sowie zu einer fehlenden Apoptoseinduktion als Antwort auf die durch 
ROS hervorgerufenen DNA-Doppelstrangbrüche (Ng et al. 2010, Nakajima et al. 1995, 
Firestein et al. 1995, Firestein et al. 1996, Tak et al.1999), obwohl insgesamt eine er-
höhte p53-Expression im invasiven Kompartiment des Pannus vorliegt (Huber et al. 
2006). Auch die Wildtyp-Form des p53 zeigt aufgrund der niedrigeren Expression sei-
nes nachgeschalteten Mediators p53 upregulated mediator of apoptosis (PUMA) in den 
Synovialozyten eine reduzierte Fähigkeit der Apoptoseinduktion (Cha et al. 2006, You 
et al. 2006). Die Aktivität der DNA-Reparatursysteme ist zugunsten der Reparatur von 
Insertionen und Deletionen verschoben, wodurch gehäuft Mutationen einzelner 
Basenpaare auftreten, welche zu einer erhöhten Microsatelliteninstabilität führen (Lee et 
al. 2003, Rosengren et al. 2007, Simelyte et al. 2004, Jascur & Boland 2006). Auch 
wurde eine erhöhte Aktivität der Onkogene rat sarcoma viral oncogene (ras), v-raf 
murine sarcoma viral oncogene homolog (raf), Rous-sarcoma viral oncogene (scr), 
Finkel-Biskis Jinkins murine osteogenic sarcoma oncogene (fos), V-jun avian sarcoma 
virus 17 oncogene homolog (jun) und myelocytomatosis oncogene cellular homolog 
(myc) (Huber et al. 2006) sowie der Telomerase (Szekanecz et al. 1994, Firestein 2009) 
nachgewiesen. Tumor-Suppressor-Gene wie phosphatase and tensin homolog (PTEN) 
werden dagegen nur in rund 40 % der Zellen exprimiert und begünstigen mit ihrer ge-
ringen Expressionsrate ebenfalls das Zellüberleben (Pap et al. 2000). Die somatischen 
Mutationen in Schlüsselgenen der Zellzyklusregulation, Proliferation und Apoptose 
(Han et al. 1999) stellen einen Selektionsvorteil dar und ermöglichen eine oligoklonale 
Expansion der Synovialozyten ungeachtet der genotoxischen Umgebung (Yamanishi et 
al. 2002, Imamura et al. 1998). Kultivierte RA-Synovialozyten weisen, ähnlich trans-
formierten Zellen, eine fehlende Kontaktinhibition auf und proliferieren auch ohne Ad-
häsionsgrundlage (Lafyatis et al. 1989). Besonders eindrucksvoll hat sich die Aggressi-
vität der Synovialozyten in einer in vivo Co-Transplantation von RA-Synovialozyten 
und gesundem, humanem Knorpelgewebe unter die Capsula renalis (Nierenkapsel) von 
severe combined immuno deficiency (SCID)-Mäusen gezeigt, die nach 2 Monaten zu 
einer spontanen Invasion des Knorpels durch die Synovialozyten geführt hat (Müller-
Ladner et al. 1996). Hierfür ist vor allem eine erhöhte Expression von verschiedenen 
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Adhäsionsmolekülen (Integrine wie ανβ5, Immunglobulin-Superfamilien-
Adhäsionsmoleküle wie intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und vascular 
adhesion molecule-1 (VCAM-1)), sowie von Proteasen, welche die Extrazellulärmatrix 
(EZM) degradieren (Matrix-Metalloproteinasen (MMP), Cathepsine, Aggrecanasen), 
durch die aktivierten Synovialozyten verantwortlich (Zhang et al. 2000, Huber et al. 
2006). Neben diesem direkten Weg der Knorpeldestruktion trägt auch die Differenzie-
rung von Synovialozyten Typ A zu Osteoklasten über die vermehrte Expression des 
receptor activator of nuclear factor kappa B ligand (RANK-L) auf indirektem Weg zur 
Destruktion bei (Huber et al. 2006). Ein Großteil der Cytokine, die in der entzündeten 
Membrana synovialis produziert werden, entstammen den makrophagenartigen 
Synovialozyten., die einerseits durch die Sekretion von TNFα und Interleukin-1β      
(IL-1β) die Fibroblasten-ähnlichen Synovialozyten Typ B stimulieren, zum Anderen 
wiederum über die von diesen produzierten Cytokine (IL-8, IL-16, monocyte 
chemotactic protein-1 (MCP-1), macrophage inflammatory protein-1α/-3α             
(MIP-1α/-3α), regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted 
(RANTES)) angelockt werden und in die Synovia einwandern (Firestein et al. 1995, 
Huber et al. 2006, Abeles & Pillinger 2006). Die gegenseitige positive Beeinflussung 
der Zellen führt zu einer chronischen, sich selbst aufrecht erhaltenden Entzündungsakti-
vität. Neben den zahlreichen pro-inflammatorischen und chemotaktisch wirkenden 
Cytokinen produzieren die Synovialozyten auch vermehrt pro-angiogene Faktoren wie 
VEGF, fibroblast growth factor (FGF), platelet-derived growth factor (PDGF), 
granulocyte monocyte colony stimulating factor (GM-CSF), granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF) und tumor growth factor β (TGFβ) (Strunk et al. 2004, 
Abeles & Pillinger 2006). Über die Sekretion von Exosomen, welche Lipide und Prote-
ine wie Faktoren der TNFα-Superfamilie in ihrer Membran enthalten, können die 
Synovialozyten Signale an Zellen in ihrer Umgebung vermitteln. Es kommt zu einer 
Aktivierung verschiedener Signalwege in den Zielzellen, was auf parakrinem Weg u.a. 
über die Aktivierung von NF-κB zu einem erhöhten Überleben von T- und                   
B-Lympohozyten und auf autokrinem Weg wiederum zu einer verstärkten Bildung von 
Exosomen durch die Synovialozyten selbst führt (Zhang et al. 2006). Die Zelllinie HSE 
(Simian Virus 40 large T antigen (SV40 T-ag)-immortalisierte humane heat-shock ele-
ment Synovialozyten), die für die im Folgenden geschilderten Versuche genutzt wurde, 
entstammt der Membrana synovialis aus dem Kniegelenk eines RA-Patienten, der einer 
chirurgischen Intervention unterzogen wurde, und repräsentiert ein in vitro-Modell von 
RA-Synovialozyten. Zum direkten Vergleich der Ergebnisse mit Synovialozyten, die 
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den Zellen der Membrana synovialis eines gesunden Probanden entsprechen, wurden 
jeweils dieselben Versuche mit der Zelllinie K4IM (SV40 T-ag-immortalisierte naive 
humane Synovialozyten K4) durchgeführt.  
1.2.3 Rolle anderer Zellen 
Eine Reihe weiterer Zellen spielt eine bedeutende Rolle bei der Entstehung und Auf-
rechterhaltung des Krankheitsgeschehens. Die Zellen des erworbenen Immunsystems, 
die T-Lymphozyten und B-Lymphozyten, begünstigen über die Expression eines be-
stimmten Repertoires an Cytokinen die mit der RA assoziierte Immundysregulation. Die 
Zellen des zirkulatorischen Systems wie Endothelzellen und deren zirkulierende 
Progenitoren sind in die Entstehung des Pannus involviert und deren Dysfunktion wird 
zudem mit den pathologischen Veränderungen im kardiovaskulären System und der 
damit verbundenen erhöhten Morbiditäts- und Mortalitätsrate unter RA-Patienten in 
Verbindung gebracht.  
T-Lymphozyten 
Die RA ist eine autoimmun-bedingte Erkrankung mit einem Th1-Cytokinprofil. Durch 
eine vermehrte Expression von Interferon γ (IFNγ) und IL-12 durch inflammatorische 
Zellen kommt es zu einer Differenzierung von T-Lymphozyten zu einem Th1-Typ, der 
wiederum vermehrt IL-2, IFNγ und TNFα exprimiert und über diese bestimmte 
Cytokinzusammensetzung die Beteiligung und Funktion anderer Zellen am Krankheits-
geschehen bestimmt (Salvador et al. 2006, Szekanecz & Koch 2008). Weitere Verände-
rungen der T-Lymphozyten bei RA-Patienten stehen im Zusammenhang mit einer al-
tersassoziierten Störung der peripheren Immuntoleranz und können unter dem Begriff 
der Immunoseneszenz subsumiert werden (Goronzy & Weyand 2003). Dieses Konzept 
wird gestützt durch die Tatsache, dass das mittlere Erkrankungsalter zwischen            
55-65 Jahren liegt und die Vordergründigkeit einer Störung der zentralen Immuntole-
ranz durch die fortschreitende Involution des Thymus mit zunehmendem Alter unwahr-
scheinlich erscheinen lässt. Die T-Lymphozyten weisen aufgrund erhöhter Replikations-
raten und einer Akkumulation von DNA-Schäden eine vorzeitige und verstärkte Ver-
kürzung der Telomeren auf und entsprechen ihrem Phänotyp nach den T-Zellen 20 Jah-
re älterer gesunder Kontrollpersonen (Koetz et al. 2000). Ähnliche Veränderungen sind 
auch in Zellen der myeloischen Reihe und in hämatopoetischen Vorläuferzellen zu fin-
den, was einen Hinweis auf eine vorliegende Störung der Progenitorzellen im Kno-
chenmark bietet (Schonland et al. 2003, Colmegna et al. 2008). Im Besonderen sind 
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naive CD4
+
 und CD8
+
 T-Lymphozyten durch die Repression der Telomerase-Reversen 
Transkriptase betroffen und werden vorzeitig apoptotisch, was zu einer 
Lymphozytopenie und zu einer kompensatorischen homöostatischen Proliferation von 
T-Lymphozyten unter dem Einfluss erhöhter Konzentrationen homöostatischer 
Cytokine (IL-15, IL-21) führt (McInnes et al. 1997, Wagner et al. 1998, Ettinger et al. 
2008, Fujii et al. 2009). Damit verbunden ist eine erhöhte Affinität der proliferierenden 
Zellen gegenüber Auto-Antigenen (Goronzy & Weyand 2001), welche die Bildung von 
Auto-Antikörpern begünstigt, und eine durch eine spontan erhöhte Aktivität der 
extracellular signal-regulated kinase (ERK) herabgesetzte Aktivierungsschwelle des    
T-Zell-Rezeptors (Stefanova et al. 2003, Altan-Bonnet & Germain 2005). Die              
T-Gedächtniszellen weisen ebenfalls verkürzte Telomeren auf und bilden durch homöo-
statische Proliferation oligoklonale Populationen aus (Fitzgerald et al. 1995, Schmidt et 
al. 1996b, Waase et al. 1996, Koetz et al. 2000). Sie entsprechen phänotypisch             
T-Effektorzellen, produzieren zahlreiche Effektor-Cytokine und weisen eine Perforin-
vermittelte Cytotoxizität auf (Schmidt et al. 1996a, Park et al. 1997, Nakajima et al. 
2003, Zhang et al. 2005, Singh et al. 2008b). Deren Anzahl im Blut korreliert mit dem 
Schweregrad der RA, extraartikulären Manifestationen und kardiovaskulären 
Komobiditäten (Martens et al. 1997, Goronzy et al. 2004, Warrington et al. 2005). Zu-
dem ist die Funktion von regulatorischen T-Zellen (TReg), die der Aufrechterhaltung der 
Immuntoleranz dient, durch den Einfluss von Cytokinen wie TNFα sekundär beein-
trächtigt, obgleich die Anzahl der TReg bei RA erhöht ist (Stefanova et al. 2003, Altan-
Bonnet & Germain 2005, Andersson et al. 2008, Singh et al. 2008a).  
B-Lymphozyten 
B-Lymphozyten sind für eine Reihe von pathologischen Initiations- und 
Persistenzmechanismen bei RA verantwortlich. Die Messung verschiedener Auto-
Antikörper ist fester Bestandteil der Diagnostik bei Verdacht auf RA und deren Ergeb-
nis ist assoziiert mit der Höhe der Krankheitsaktivität. Die seit langem bekannte Pro-
duktion von Antikörpern gegen glykosyliertes IgG Fc ist ebenso wie die Produktion von 
Antikörpern gegen citrullinierte Strukturproteine der EZM wie Fillaggrin, Keratin, Fib-
rinogen und Vimentin ein Hinweis auf das Vorliegen einer RA (van Boekel et al. 2002, 
Vossenaar et al. 2004). Auto-Antikörper gegen IgG Fc werden auch bei anderen ent-
zündlichen Erkrankungen detektiert und die Inzidenz von Auto-Antikörpern gegen 
citrullinierte Proteine nimmt sowohl mit zunehmendem Alter als auch mit zunehmen-
dem Nikotinkonsum bei Gesunden zu (Axford et al. 1992), weshalb beide Arten von 
1 Einleitung 
 
13 
 
Antikörpern nicht spezifisch für RA sind. Deren Quantitätszunahme gegenüber Gesun-
den bereits mehr als zehn Jahre vor Krankheitsmanifestation lässt im Zusammenhang 
mit den zuvor beschriebenen Alterationen der T-Lymphozyten bei RA eine Störung der 
peripheren Toleranz gegenüber derart posttranslational modifizierten Proteinen vermu-
ten. Diese Hypothese stützend, sind bereits Auto-Antikörper gegen verschiedene kör-
pereigene Antigene wie Enzyme und Signalmoleküle bei RA nachgewiesen worden 
(Auger et al. 2009, Goeb et al. 2009). Es sind bislang keine gelenkspezifischen Auto-
Antigene bekannt, welche die präferentielle Manifestation der RA an der Membrana 
synovialis erklären. Möglicherweise ist die Fähigkeit von ubiquitären Auto-Antigenen, 
eine Synovitis zu induzieren, darauf zurückzuführen, dass die Oberfläche des Gelenk-
knorpels eine günstige Ablagerungslokalisation für durch dendritische Zellen einge-
brachte Antigene darstellt und die nach B-Zell-Aktivierung entstehenden Antigen-
Antikörperkomplexe wiederum in fixiertem Zustand in der Lage sind, lokal Komple-
ment zu aktivieren (Thomas & Lipsky 1994, Firestein 2003, Lutzky et al. 2007). Die 
Erkenntnis, dass die B-Lymphozyten in die Membrana synovialis immigrieren und erst 
dort oligoklonal aktiviert werden, deutet trotz systemisch in der Zirkulation erhöhten 
Auto-Antikörpern auf ein lokal im Gelenk initiiertes Krankheitsgeschehen hin (Clausen 
et al. 1998, Schroder et al. 1996, Kim & Berek 2000). Neben der Produktion von Auto-
Antikörpern ist die Interaktion der B-Lymphozyten mit den eingewanderten                 
T-Lymphozyten von entscheidender Bedeutung. Bezüglich des histologischen Arran-
gements der B- und T-Lymphozyten lassen sich drei histologische RA-Typen unter-
scheiden. Etwa ein Viertel der Patienten weist sekundären lymphatischen Organen äh-
nelnde funktionelle ektope Keimzentren auf, die komplexe und sich selbst aufrecht er-
haltende Interaktionen zwischen dendritischen Zellen, B-Lymphozyten, T-Lymphozyten 
und Synovialozyten ermöglichen. Andere Anteile des Patientengutes weisen lockere 
Aggregate von B- und T-Lymphozyten bzw. eine diffuse Anordnung der Zellen auf. 
Diese histologischen Merkmale sind patientenspezifisch und zeitlich stabil und das 
Vorhandensein von ektopen Keimzentren korreliert mit den höchsten Raten der IgG 
mRNA-Produktion der drei histologischen Typen, was deren Bedeutung für die Effizi-
enz der B- und T-Lymphozyten-Interaktion unterstreicht (Takemura et al. 2001a, Take-
mura et al. 2001b, Weyand et al. 2001, Silverman & Carson 2003, Weyand & Goronzy 
2003). An der Organisation der Zellen zu ektopen Keimzentren sind Chemokine wie 
CXCL13, CXCL21, IL-17 sowie Heterodimere aus Lymphotoxin-α (LT-α) und LT-β 
beteiligt (Takemura et al. 2001a, Braun et al. 2004, Seyler et al. 2005). Eine erhöhte 
Expression von Toll-like Rezeptoren (TLR) in B-Lymphozyten bei RA stellt über die 
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Erkennung von mikrobiellen pathogen-associated molecular patterns (PAMP) wie 
DNA-enthaltenden Immunkomplexen und Peptidoglykan eine Verbindung zwischen 
nicht gänzlich ausgeheilten Infektionen und der Initiation bzw. Exazerbation einer RA 
her (Szodoray et al. 2006, Simmonds & Foxwell 2008). Die Funktion der                     
B-Lymphozyten sowie anderer Immunzellen kann über das Vorhandensein von nikotin-
ischen und muskarinischen Acetylcholin- sowie adrenergen Rezeptoren durch das para-
sympathische und sympathische Nervensystem moduliert werden und liefert eine antei-
lige Erklärung für die Beeinflussbarkeit der Symptome der RA durch Stressfaktoren. 
Auch Hormone der Hypothalamus-Hypophyse-Nebennierenrinden-Achse und andere 
Neurotransmitter spielen hierbei eine Rolle (Szodoray et al. 2006, Baka et al. 2009). 
Endothelzellen und Endothel-Progenitorzellen 
Endothelzellen kommen verschiedene bedeutende Funktionen im Rahmen entzündlicher 
Prozesse zu. Sie besitzen als Antwort auf pro-inflammatorische Stimuli wie TNFα pro-
koagulatorische Eigenschaften, ermöglichen über die Expression von Adhäsionsmole-
külen die Diapedese von Leukozyten, fungieren als Antigen-präsentierende Zellen und 
sezernieren selbst pro-inflammatorische Cytokine wie IL-1 (Leibovich et al. 1987, Koch 
1998). Sie sind der wesentliche Zelltyp der Angiogenese und werden von Mediatoren 
wie TNFα, VEGF, Fractalkin oder IL-18 chemotaktisch an den Ort der Entzündung und 
der Gewebehypoxie rekrutiert, sezernieren proteolytische Enzyme zur Degradation der 
EZM, proliferieren, formen Tubuli mit anschließender Bildung von Lumina und produ-
zieren Bestandteile für eine neue Basalmembran. Auf diesem Wege können sie die Aus-
sprossung neuer Kapillaren innerhalb weniger Stunden bewirken, obwohl 
Endothelzellen im adulten Organismus in unstimuliertem Zustand sehr proliferations-
träge sind und eine hohe Lebenszeit und somit einen niedrigen zellulären Umsatz auf-
weisen (Leibovich et al. 1987, Koch 1998, Koch 2003, Szekanecz et al. 2010). Bei eini-
gen Patienten weisen die Endothelzellen Eigenschaften von high endothelial venules 
(HEV) auf, die eine präferentielle Diapedese von Lymphozyten in die entzündete 
Membrana synovialis fördern (Szekanecz & Koch 2008). Die oben genannten Vorgänge 
sind vor allem in den Frühstadien der RA deutlich ausgeprägt und rechtfertigen die Be-
zeichnung der RA als angiogene Erkrankung (Taylor 2005, Szekanecz & Koch 2010). 
Im Gegensatz zur gesteigerten Angiogenese ist die Vaskulogenese bei RA beeinträchtigt 
(Szekanecz et al. 2010). Zirkulierende Endothel-Progenitorzellen (endothelium 
progenitor cells = EPC), die aus dem Knochenmark stammen und CD34
 
und VEGF-2
 
als Oberflächenmarker besitzen, sind im Serum in ihrer Anzahl reduziert und Gleiches 
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gilt für zirkulierende angiogene Zellen (circulating angiogenic cells = CAC), die auf 
Fibronektin aus peripheren mononucleären Blutzellen angezüchtet werden können und 
pro-angiogene Faktoren sezernieren. Die Anzahl der EPC korreliert invers mit der Ent-
zündungsaktivität der Erkrankung und normalisiert sich mit suffizienter anti-
inflammatorischer Therapie. Eine inverse Korrelation der Anzahl der EPC und CAC 
besteht ebenfalls mit dem Risiko kardiovaskulärer Erkrankungen wie der koronaren 
Herzkrankheit, welches zudem durch die pro-atherogene Wirkung 
inflammationsassoziierter Proteine wie CRP (C-reaktives Protein) oder von Adhäsi-
onsmolekülen merklich erhöht ist. Die trotz eines bei RA nachgewiesenen erhöhten 
Erythropoietin (EPO)- und VEGF-Spiegels existierende EPC-Depletion ist zum Einen 
auf die Akkumulation dieser Zellen in den entzündeten Gelenkstrukturen mit konseku-
tivem Mangel in der systemischen Zirkulation und zum Anderen durch deren funktio-
nelle Depletion mit deutlich verminderter Migrationsaktivität und reduzierter Adhäsi-
onsfähigkeit an ausdifferenzierte Endothelzellen aufgrund der chronisch erhöhten 
TNFα-Konzentration und auch der erhöhten CRP-Konzentration bei aktiver RA zurück-
zuführen. Das bei RA indizierte Medikament Methotrexat (MTX) hat als unerwünschte 
Wirkung zusätzlich Anteil an der Reduktion der EPC-Anzahl (Grisar et al. 2005, 
Szekanecz & Koch 2008). Aufgrund dieser Veränderungen der zellulären Funktionen 
im kardiovaskulären System stellen kardiovaskuläre Ereignisse einen wesentlichen 
Mortalitätsfaktor bei RA dar (Grisar et al. 2005). 
1.3 Angiogenese bei RA 
1.3.1 Inhibition der Angiogenese als therapeutisches Ziel 
In adulten Individuen stellen die Endothelzellen des vaskulären Netzwerks eine sehr 
proliferationsträge Zellpopulation dar. Nach den Zellen des zentralen Nervensystems 
haben Endothelzellen eine der längsten Lebensdauern und weisen zu einem beliebigen 
Zeitpunkt nur ca. 0,01 % Mitosen auf, was einer Zellumsatzdauer von mehreren Jahren 
entspricht (Koch 1998). Abgesehen von den wenigen physiologischen Ausnahmen des 
weiblichen Menstruationszyklus und der Wundheilung (Koch 1998) stellt die 
Angiogenese einen bedeutenden Teilaspekt verschiedener Pathologien dar. Dr. Judah 
Folkman begründete 1971 die Theorie des Angiogenese-abhängigen Tumorwachstums 
und der Metastasierung (Augustin 2003, Bertl et al. 2006) und bis heute ist eine Reihe 
weiterer Erkrankungen hinzugekommen, in denen die Entstehung neuer Gefäße als 
wichtiger Progressions- und Aggravationsfaktor bekannt ist (Szekanecz & Koch 2008). 
Viele fibroproliferative Erkrankungen gehören dieser Gruppe von Erkrankungen an, zu 
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denen auch die RA zu zählen ist (Koch 2003, Szekanecz & Koch 2008). Pharmaka, die 
negativ mit der Angiogenese interferieren, beeinflussen den Krankheitsverlauf über ver-
schiedene Mechanismen. Zum Einen wird die Aussprossung neuer Gefäße aus 
präexistierenden Kapillaren verhindert und somit die Versorgung der Zellen des expan-
dierenden Inflammationsfocus mit Nährstoffen und Sauerstoff unterbunden. Bezogen 
auf die RA bedeutet dies eine durch mangelnde Versorgung bedingte Hemmung des 
Pannuswachstums und eine unzureichende Energiebereitstellung zur Produktion von 
Entzündungsmediatoren durch Leukozyten. Zum Anderen wird die Gesamtoberfläche 
des Endothels verringert mit konsekutiv verringerter Möglichkeit der Transmigration 
von Leukozyten zum Inflammationsfocus. Darüber hinaus ist die Produktion von pro-
inflammatorischen Mediatoren durch die Endothelzellen selbst reduziert. Bei RA wer-
den die Mediator-vermittelten zellulären Interaktionen zwischen Endothelzellen, 
Synovialozyten und Leukozyten beeinflusst und es resultiert zusammen mit den oben 
genannten Mechanismen ein anti-inflammatorischer und anti-proliferativer Effekt (Yoo 
et al. 2008). 
1.3.2 Vascular endothelial growth factor (VEGF)  
Der 1989 entdeckte vascular endothelial growth factor stellt einen der bedeutendsten 
Angiogenesefaktoren dar (Augustin 2003). Die VEGF-Familie gehört zur platelet-
derived growth factor (PDGF)/vascular endothelial growth factor-Supergen-Familie und 
hat 7 Mitglieder, von denen 5 im Genom von Säugetieren kodiert sind. Neben den Säu-
getier-Formen VEGF-A, -B, -C, -D und dem placental growth factor (PlGF) existieren 
noch VEGF-E im Genom des zur Gruppe der Parapox-Viren gehörenden Orf-Virus so-
wie snake venom-derived VEGF (svVEGF), welches im Habu-Toxin der in Süd-Japan 
beheimateten Habu-Schlangen zu finden ist (Shibuya 2008). Die VEGF-Mitglieder sind 
Glykoproteine mit 8 hoch konservierten Cystein-Resten je Monomer, die sich antiparal-
lel zu Homodimeren bzw. VEGF-A/PDGF-Heterodimeren zusammenlagern und an 
beiden Dimerpolen eine Rezeptorbindungsstelle aufweisen (Kiselyov et al. 2007). Sie 
beeinflussen die Vaskulogenese, die Angiogenese, die Lymphangiogenese, die vaskulä-
re Permeabilität sowie die Hämatopoese (Kowanetz & Ferrara 2006). VEGF-A, -B und 
PlGF vermitteln als Endothelzell-Mitogene die Entstehung neuer Blutgefäße, während 
VEGF-C und –D präferentiell Mediatoren der Lymphangiogenese sind (Shibuya 2008). 
Von den angiogenen VEGF-Mitgliedern kommt VEGF-A die größte biologische Be-
deutung zu. Bereits eine Heterozygotie ist im Tierversuch im embryonalen Stadium 
letal und verdeutlicht die absolute Notwendigkeit einer ausreichenden Menge an VEGF-
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A zweier intakter Allele für die Entwicklung des Organismus (Shibuya 2008). VEGF-A 
kann in den Isoformen VEGF-A121, 145, 165, 189 und 206 vorliegen, die sich in der Anzahl 
ihrer Aminosäuren und in ihren quantitativen und qualitativen Eigenschaften unter-
scheiden (Kowanetz & Ferrara 2006). Unter den relevantesten humanen Isoformen 
VEGF-A121, 165 und 189 steht VEGF-A165 seiner Quantität und biologischen Funktion 
nach allen voran. Es besitzt, wie VEGF-A189 auch, eine Strecke basischer Aminosäuren, 
welche die Bindung an Heparin und den Co-Rezeptor Neuropilin-1 (NP-1), dessen Be-
deutung im Folgenden erläutert wird, ermöglicht. Über die Bindung an Heparin der 
EZM besteht die Möglichkeit der Entstehung eines VEGF-Gradienten um die produzie-
renden Zellen herum, der für die Stimulation von Endothelzellen und eine starke 
Angiogeneseinduktion notwendig ist. Die Tatsache, dass ein VEGF165 
-
/
- 
-
Versuchstiergenotyp nicht lebensfähig, ein VEGF-A121 
-
/
- 
- oder VEGF-A189 
-
/
-
 -
Genotyp dagegen mit dem Leben vereinbar ist, unterstreicht die biologische Bedeutung 
von VEGF-A165 (Shibuya 2008). Über Plasmin oder MMPs kann VEGF-A165 in die bio-
logisch aktiven NH2-terminalen Fragmente VEGF-A110 bzw. 113 gespalten werden 
(Kowanetz & Ferrara 2006). Das VEGF-A165-Homodimer hat ein Molekulargewicht 
von ca. 46 kDa, das VEGF-A121-Homodimer von ca. 34-36 kDa. 
1.3.3 VEGF-Rezeptoren (VEGFR) 
Seine biologischen Effekte vermittelt VEGF über drei Hauptrezeptoren            
(VEGFR-1, -2, -3), die zur Familie der PDGF-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen gehören und  
7 extrazelluläre Immunglobulin-ähnliche Domänen aufweisen, sowie über zwei Co-
Rezeptoren Neuropilin-1 und -2 (NP-1/-2) ohne Tyrosin-Kinase-Aktivität (Kim et al. 
2006, Murakami et al. 2006). Nach Ligandenbindung kommt es zu einer Dimerisierung 
der Einzelketten der Hauptrezeptoren und zur intrazellulären Autophosphorylierung, die 
die Bindung weiterer Signalmoleküle an die intrazellulären Domänen der Rezeptoren 
und somit die Signaltransduktion ermöglicht. Eine Beendigung des mittels der 
Ligandenbindung transduzierten Signals erfolgt über eine proteasomale Degradation des 
Rezeptors oder über eine Internalisierung des Rezeptor-Ligand-Komplexes mit an-
schließender lysosomaler Aufspaltung (Kiselyov et al. 2007). Die Hauptrezeptoren un-
terscheiden sich sowohl in ihrer Ligandenbindung als auch in der über sie vermittelten 
biologischen Funktion.  
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VEGFR-1 bzw. Fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1) 
VEGFR-1 bzw. Fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1) wird u.a. in Endothelzellen, Monozy-
ten und Makrophagen, Osteoblasten, glatten Muskelzellen sowie in hämatopoetischen 
Stammzellen exprimiert (Kowanetz & Ferrara 2006, Murakami et al. 2006). Er bindet 
VEGF-A, -B und PlGF (Kowanetz & Ferrara 2006). Trotz der hohen Bindungsaffinität 
zu VEGF-A (Kd = 2-10 pM) ist die biologische Effektivität von VEGFR-1 durch seine 
zehnfach geringere Tyrosin-Kinase-Aktivität gegenüber VEGFR-2 im adulten Orga-
nismus relativ gering. Seine Bedeutung in der embryonalen Vaskulogenese dagegen ist 
wesentlich. Die extrazelluläre Domäne verhindert über die Bindung von VEGF als ne-
gative Regulation ein überschießendes Wachstum und die Dysfunktion der entstehenden 
Gefäße durch eine zu hohe extrazelluläre lokale VEGF-Konzentration. VEGFR-1 
-
/
-
 -
Genotypen versterben im Tierversuch bereits im Embryonalstadium an einer dysfunk-
tionalen Hypervaskulogenese (Shibuya 2008). Eine auf alternativem Splicing beruhende 
verkürzte mRNA-Form führt zu einem nur die Ligandenbindungsstelle enthaltenden 
Transkript, welches als soluble VEGFR-1 bzw. soluble Flt-1 (sFlt-1) sezerniert wird 
und extrazelluläres VEGF bindet (Shibuya 2008). Die Bindung von VEGF an   
VEGFR-1 bewirkt im adulten Organismus eine milde Angiogenese, die Migration von 
dem Knochenmark entstammenden Zellen und die Produktion von Chemokinen 
(Kiselyov et al. 2007, Shibuya 2008, Yoo et al. 2008). Die Wirkungen von VEGFR-1 
werden u.a. über die ERK und die c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) vermittelt 
(Kowanetz & Ferrara 2006). 
VEGFR-2 bzw. kinase insert domain-containing receptor (KDR)  
VEGFR-2 bzw. kinase insert domain-containing receptor (KDR) ist hauptsächlich auf 
Endothelzellen, aber auch auf hämatopoetischen Stammzellen zu finden (Murakami et 
al. 2006, Kowanetz & Ferrara 2006). Seine Liganden sind VEGF-A und proteolytisch 
von Konvertasen gespaltene Formen von VEGF-C und –D (Murakami et al. 2006, 
Shibuya 2008). VEGFR-2 hat zwar eine geringere Bindungsaffinität zu VEGF-A, dafür 
aber eine zehnfach höhere Tyrosin-Kinase-Aktivität im Vergleich zu VEGFR-1 
(Shibuya 2008). Durch den Co-Rezeptor NP-1 kann die Affinität von VEGFR-2 zu 
VEGF-A165, dem bedeutendsten Isotypen von VEGF-A, entscheidend erhöht werden. 
NP-1 bindet an die Strecke basischer Aminosäuren im VEGF-A165-Molekül und unter-
stützt somit die Interaktion zwischen VEGFR-2 und VEGF-A165 (Shibuya 2008). Damit 
stellt VEGFR-2 bei RA über die Expression von NP-1 auf Synovialozyten Typ A, infilt-
rierenden Leukozyten und Endothelzellen den funktionell effektivsten VEGF-Rezeptor 
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dar (Kim et al. 2006, Kownetz & Ferrara 2006). Im Gegensatz zu VEGFR-1 ist 
VEGFR-2 ein positiver embryonaler Regulator der Vaskulogenese und VEGFR-2 
-
/
-
 -
Genotypen von Versuchstieren versterben im embryonalen Stadium an defizitärer Ge-
fäßentstehung (Shibuya 2008). Die wichtigsten biologischen Funktionen von VEGFR-2 
nach abgeschlossener Organentwicklung sind die Förderung verschiedener Schritte der 
Angiogenese (Endothelzellproliferation, -migration, -morphogenese) (Shibuya 2008) 
sowie die Rekrutierung von Leukozyten aus dem Knochenmark (Yoo et al. 2008). In die 
Signaltransduktion von VEGFR-2 involviert ist u.a. die p38 Kinase (Kownetz & Ferrara 
2006). 
VEGFR-3 bzw. Fms-like tyrosine kinase-4 (Flt-4) 
VEGFR-3 bzw. Fms-like tyrosine kinase-4 (Flt-4) ist Lymphendothelzellen eigen 
(Kownetz & Ferrara 2006). Dabei sind VEGF-C und –D die bindenden Moleküle 
(Shibuya 2008). Über VEGFR-3 vermittelte Signalkaskaden regulieren alle Stadien der 
Lymphangiogenese und sind an einigen Stadien der Angiogenese beteiligt (Kiselyov et 
al. 2007). Im Tierversuch hat eine VEGF-C-Heterozygotie eine perinatale Letalität auf-
grund der Entstehung dysfunktionaler Lymphgefäße, der Entwicklung systemischer 
Ödeme sowie der Retention von Lipiden in Körperflüssigkeiten zur Folge (Shibuya 
2008). Hier ist die mitogen-activated protein kinase (MAPK) ein wichtiger Mediator der 
zellulären Effekte von VEGFR-3 (Kownetz & Ferrara 2006). 
 
Abb. 1: VEGF-Isoformen und deren Rezeptor-vermittelte Wirkungen         www.bioscience.org 
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1.3.4 Angiogenese und VEGF bei RA  
Insbesondere in den frühen Stadien der RA weisen die betroffenen Gelenke eine hoch 
aktive Angiogenese in der Membrana synovialis auf, welche v.a. in der subintimalen 
Region und nicht in der Region des den Knorpel destruierenden Pannus zu finden ist 
(Yoo et al. 2005, Hashimoto et al. 2007, Yoo et al. 2008). Ein komplexer Circulus 
vitiosus aus Inflammation, Hypoxie und Angiogenese erhält sich im Folgenden selbst 
aufrecht und resultiert in einer Chronifizierung der zellulären Interaktionen und der 
Progression der Erkrankung. Der insuffizient gedeckte Mehrbedarf an Sauerstoff durch 
den expandierenden Pannus und die immigrierenden Leukozyten (Stevens et al. 1991, 
Hitchon et al. 2002, Gaber et al. 2005) führt über die entstehende Gewebehypoxie 
(Akhavani et al. 2009) zu einer Stimulation der Produktion pro-angiogener Mediatoren. 
Synovialozyten Typ A und Typ B, Lymphozyten, Endothelzellen und Osteoblasten se-
zernieren als Antwort auf den hypoxischen Stimulus vermehrt VEGF, aber auch SDF-1 
und Ang-1 (Berse et al. 1999, Hitchon et al. 2002, Koch 2003, Gaber et al. 2005, Kim et 
al. 2006, Amin et al. 2007, Szekanecz & Koch 2008, Akhavani et al. 2009). Die ver-
mehrte VEGF-Expression unter hypoxischen Bedingungen wird über den Transkripti-
onsfaktor hypoxia-inducible factor (HIF) reguliert. HIF entsteht durch die 
Heterodimerisierung zweier basic helix-loop-helix (bHLH)-Protein-Untereinheiten. 
Quantitativ am bedeutendsten hierbei sind die Isoformen HIF-1α und HIF-1β, von de-
nen die HIF-β-Untereinheiten konstitutiv und die HIF-α-Untereinheiten induzierbar 
ubiquitär exprimiert werden (Hollander et al. 2001). Insgesamt werden etwa 1 % der 
Gene des menschlichen Genoms von HIF reguliert (Thairu et al. 2011). Unter 
normoxischen Bedingungen (bzw. ab pO2 > 3-5 %) (Hollander et al. 2001) wird HIF-1α 
von prolyl hydroxylase domain-containing proteins (PHD) an seinen Prolyl-Resten 
Pro402 und Pro564 hydroxyliert und von der N-acetyltransferase ADP-ribosylation fac-
tor domain-1 (ARD-1) an seinem Lysin-Rest Lys532 acetyliert. Für diese 
posttranslationalen Modifikationen werden als Co-Substrate zweiwertige Eisenionen 
(Fe
2+
), 2-Oxoglutarat bzw. α-Ketoglutarat und molekularer Sauerstoff (O2) benötigt. 
Das von Hippel-Lindau Tumorsuppressor-Protein (pVHL), welches Teil eines Multipro-
tein-Ubiqitin-Ligase-Komplexes ist, kann an die modifizierten Reste im HIF-1α-
Molekül binden und HIF-1α über eine Ubiquitinylierung der proteasomalen Degradati-
on zuführen. Bei Hypoxie (pO2 < 3 %) (Hollander et al. 2001) fehlt der für die 
Hydroxylierung nötige molekulare Sauerstoff, HIF-1α entgeht der Hydroxylierung so-
wie der proteasomalen Degradation und kann nach Dimerisierung mit HIF-1β in den 
Nucleus translozieren, wo das Dimer über die Bindung an das hypoxia-responsive ele-
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ment (HRE) im Promoterbereich verschiedener Gene wie z.B. VEGF deren Transkripti-
on reguliert (Gaber et al. 2005). Auch die Expression von VEGFR-1, -2 und -3 unter-
liegt einer Hypoxie-vermittelten Regulation (Kiselyov et al. 2007). In den 
Synovialozyten Typ A ist die HIF-1α-Expression bei RA deutlich erhöht und in histolo-
gischen Gewebeproben der Membrana synovialis fleckförmig detektierbar, wohingegen 
in gesunden Kontrollen keine HIF-1α-Expression in den Synovialozyten Typ A nach-
weisbar ist (Hollander et al. 2001, Hitchon et al. 2002). Neben der Gewebehypoxie fun-
gieren auch pro-inflammatorische Cytokine wie IL-1β, IL-6, TNFα und TGF-β, deren 
Expression bei RA aufgrund der starken Einwanderung von Leukozyten in die 
Membrana synovialis erhöht ist, als Stimuli der VEGF-Produktion (Berse et al. 1999, 
Hitchon et al. 2002, Koch 2003, Yeo et al. 2003, Gaber et al. 2005, Yoo et al. 2008). 
Parallel dazu sind auch die Konzentrationen physiologisch vorkommender Inhibitoren 
der Cytokine bei RA erhöht. Diese Reaktion auf die deregulierte Homöostase vermag 
die chronische Inflammation jedoch nicht bedeutend einzudämmen (Taylor 2005). Im 
Zustand einer Gewebehypoxie wird die durch Cytokine bewirkte Steigerung der VEGF-
Expression zusätzlich deutlich erhöht (Berse et al. 1999, Hitchon et al. 2002). Dement-
sprechend sind in der rheumatoiden Membrana synovialis immunhistochemisch ca. 8 % 
VEGF
+
-Zellen nachweisbar, in der Membrana synovialis Gesunder dagegen nur < 1 %. 
Im Vergleich zu der degenerativ und nicht primär entzündlich bedingten Osteoarthritis 
(OA) ist VEGF bei RA auch in der Synovia stärker erhöht (Koch et al. 1994). Eine im 
Vergleich zu Kontrollen erhöhte VEGF-Konzentration im Serum von RA-Patienten 
weist zudem auf eine Assoziation des lokalen Krankheitsgeschehens mit systemischen 
Effekten hin. Es wurde eine Korrelation der VEGF-Konzentration im Serum mit der 
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) sowie der Konzentration des CRP im Serum als 
systemischen Markern einer Entzündungsaktivität im Körper nachgewiesen (Han et al. 
2004, Strunk et al. 2004) und zusätzlich korreliert die VEGF- Konzentration im Serum 
mit der Anzahl geschwollener Gelenke und somit der klinischen Entzündungsaktivität 
(Kim et al. 2006) und hat darüber hinaus in den frühen Stadien der RA prädiktiven Cha-
rakter bezüglich radiologisch darstellbarer, destruierender Gelenkveränderungen nach 
einem weiteren Jahr im Krankheitsverlauf (Koch 2003). Gegenüber gesunden Kontrol-
len sind auch die VEGFR-1- und VEGFR-2-Expression bei RA erhöht (Miyake et al. 
2009). Im Vergleich von RA zu OA ist die höhere Anzahl von VEGFR-2
+
-Zellen ledig-
lich auf eine grundsätzlich höhere Gesamtzellzahl und höhere Krankheitsaktivität bei 
RA gegenüber OA zurückzuführen, die ihrerseits zu einer verstärkten Angiogenese und 
somit zu einer erhöhten Zahl VEGFR-2
+
-Endothelzellen führt (Hashimoto et al. 2007). 
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Daneben ist auch sFlt-1 als Versuch einer Wiederherstellung der 
Angiogenesehomöostase bei RA erhöht, was allerdings nur in nicht hinreichend suffi-
zientem Ausmaß geschieht (Taylor 2005). Die über VEGF-C und VEGFR-3 vermittelte 
Lymphangiogenese ist ebenfalls mit Erkrankungen der Gelenke assoziiert. Bei OA ist 
eine Erhöhung der VEGF-C-Expression in der Membrana synovialis nachgewiesen 
(Paavonen et al. 2002, Wauke et al. 2002) und der benachbarte Gelenkknorpel 
exprimiert vermehrt VEGFR-3, was über die Diffusion von VEGF-C in die Synovia 
eine Bindung dessen an entsprechende Rezeptoren der Chondrozyten ermöglichen 
könnte (Paavonen et al. 2002, Wauke et al. 2002). Für die RA ist ein ähnlicher Zusam-
menhang bislang nicht untersucht. In einigen Studien wurde VEGFR-3 in 
Endothelzellen der Membrana synovialis nachgewiesen, das über die Aufrechterhaltung 
fenestrierter Kapillaren eine Bedeutung in der Ernährung des avaskulären Gelenkknor-
pels und der Bildung der Synovia haben soll (Koch 2003). Daneben wurde eine erhöhte 
Expression von VEGF-C nachgewiesen (Koch 2003). VEGF wirkt als 
Endothelzellmitogen und fördert die Proliferation, Migration, Differenzierung und sek-
retorische Aktivität der Endothelzellen (Koch et al. 1994, Koch 1998, Szekanecz et al. 
2010). Über VEGF wird die Expression von decay accelerating factor (DAF) in 
Endothelzellen stimuliert, welcher cytoprotektiv gegen die Effekte des bei 
inflammatorischen Prozessen aktivierten Komplementsystems wirkt (Koch 2003, Tay-
lor 2005). Eine gehäuft auftretende Gefäßmorphologie in der Membrana synovialis bei 
RA, in der sich vermehrt gerade, verzweigte Gefäße finden, ist assoziiert mit einer er-
höhten VEGF-Konzentration im Serum und einer erhöhten systemischen Entzündungs-
aktivität. Wohlmöglich besteht ein Zusammenhang zwischen erhöhten VEGF-
Konzentrationen und einem destruierenden Krankheitsverlauf mit einer schlechteren 
Prognose, was auf die Angiogenese und insbesondere VEGF als wichtige Determinante 
bei RA hindeutet (Han et al. 2004, Salvador et al. 2006). Als therapeutische Konse-
quenz könnten initial erhöhte Konzentrationen von VEGF im Serum eine aggressivere 
medikamentöse Intervention zur frühzeitigen Beeinflussung der Krankheitsprogression 
erfordern (Taylor 2005). Daneben führt VEGF chemotaktisch zu einer Rekrutierung von 
Monozyten und Makrophagen aus dem Knochenmark zum Inflammationsort und stimu-
liert die Sekretion pro-inflammatorischer Cytokine (Koch 1998, Kim et al. 2006, 
Shibuya 2008). Die VEGF-Expression wird einerseits durch pro-inflammatorische 
Cytokine stimuliert und stimuliert andererseits wiederum die Sekretion pro-
inflammatorischer Cytokine, wodurch ein positiver, sich selbst aufrecht erhaltender 
Rückkopplungsmechanismus zwischen Angiogenese und Inflammation entsteht (Yoo et 
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al. 2005, Yoo et al. 2008). Über eine Cytokin-vermittelte inflammatorische 
Endothelschädigung kommt es erneut zu einer insuffizienten mikrozirkulatorischen 
Versorgung des Pannus und zur Gewebehypoxie, welche die Expression von VEGF 
stimuliert (Szekanecz & Koch 2008). Aus Synovia von RA-Patienten isolierte Monozy-
ten weisen gegenüber Monozyten gesunder Kontrollpersonen eine verstärkte Antwort 
auf Stimulation mit VEGF und eine direkte Aktivierung von NF-κB auf (Yoo et al. 
2005). Ein homo- oder heterozygoter SNP des VEGF-Allels, bei dem statt Cytosin 
Thymin an Position 936 innerhalb der 3`untranslated region (UTR) zu finden ist, ist 
interessanterweise mit einer erhöhten Suszeptibilität für RA, aber mit niedrigeren Se-
rumkonzentrationen an VEGF und einer durchschnittlich geringeren Erkrankungsdauer 
assoziiert. Als Erklärung denkbar ist die Aggravation mikrozirkulatorischer Störungen 
in der Membrana synovialis durch eine insuffiziente Angiogenese, welche die Gelenk-
entzündung aufrecht erhält und durch Affektion der systemischen Zirkulation Sekun-
därkomplikationen begünstigt, welche die Morbidität und Mortalität erhöhen (Han et al. 
2004). Bestimmte SNP-Polymorphismen im Promoter des VEGF-A-Gens begünstigen 
nachweislich das Auftreten kardiovaskulärer Komorbiditäten bei RA und interagieren 
daneben diesbezüglich aggravierend mit zusätzlichem Nikotinabusus (Chen et al. 2011). 
1.4 Therapie der RA 
1.4.1 Therapieprinzipien 
Eine für Patient und Arzt zufriedenstellende Behandlung der RA erfordert die Zusam-
menarbeit verschiedener Fachbereiche. Neben dem Einsatz von Medikamenten ist eine 
frühzeitige Einbeziehung funktioneller Aspekte in das Gesamtkonzept erforderlich. Die 
Patienteninformation und –schulung bilden die Grundlage für einen aufgeklärten Um-
gang mit der Erkrankung und ein möglichst eigenständiges und uneingeschränktes Le-
ben der Betroffenen. Neben einer krankengymnastischen Übungsbehandlung, physio-
therapeutischen Interventionen und Ergotherapie sind Kälteapplikation, orthopädische 
Schuhversorgung und die Einnahme von Nahrungsergänzungsmitteln wie Fischöl, 
Gammalinolensäure oder hohen Dosen an Vitamin E mögliche ergänzende Maßnahmen. 
Psychologen und Sozialarbeiter sind ebenfalls bedeutende Mitglieder des multidiszipli-
nären Behandlungs-Teams (Gesundheitsberichterstattung des Bundes 2010). 
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1.4.2 Medikamentöse Therapie 
Disease modifying antirheumatic drugs (DMARD), Basistherapeutika 
Als disease modifying antirheumatic drugs (DMARD) bezeichnet man Pharmaka, die 
nicht allein gegen die klinischen Symptome der RA gerichtet sind, sondern Einfluss auf 
den Krankheitsverlauf nehmen und die Progression der Gelenkdestruktion aufhalten 
oder abmildern. Sie werden auch als Basistherapeutika bezeichnet und werden dauerhaft 
verabreicht. Hierzu gehören u.a. Biologicals, Immunsuppressiva und Sulfonamide. Die 
Antimalariamittel Chloroquin und Hydroxychloroquin und organische Goldverbindun-
gen spielen nur noch in Ausnahmefällen eine Rolle. Den DMARD gemeinsam ist ein 
verzögerter Wirkeintritt nach 4-16 Wochen. Ein Therapiebeginn mit DMARD innerhalb 
von 3 bis maximal 6 Monaten nach Diagnosestellung hat einen entscheidenden Einfluss 
auf die Progression und Prognose der Erkrankung (DGRh-Leitlinie 2007). 
Biologicals  
Unter dem Begriff „Biologicals“ werden gentechnisch hergestellte Medikamente zu-
sammengefasst, welche gegen spezifische Cytokine wirken, die u.a. in chronisch-
entzündliche Prozesse involviert sind. Bei den Cytokinen handelt es sich insbesondere 
um TNFα und TNFβ sowie IL-1α und IL-1β. Infliximab (Remicade®) ist ein chimärer 
anti-TNFα-IgG-Antikörper, der bei der floriden RA eingesetzt wird, wohingegen 
Adalimumab (Humira
®
) einen vollständig humanisierten anti-TNFα-IgG-Antikörper 
darstellt (Aktories et al. 2005). Golimumab, ein humaner monoklonaler anti-TNFα-
Antikörper, sowie Certolizumab, das PEG (Polyethylenglykol)-ylierte Fab-Fragment 
eines humanisierten anti-TNFα-Antikörpers finden ebenfalls Anwendung in der medi-
kamentösen Therapie der RA sowie anderer Autoimmunkrankheiten (Mittal & 
Raychaudhuri 2010, Simsek 2010). Ein weiteres Medikament, das eine TNFα- und 
TNFβ-Blockade zum Ziel hat, ist Etanercept (Enbrel®), ein Fusionsprotein aus der ext-
razellulären Domäne des humanen TNF-Rezeptors mit der Fc-Domäne des humanen 
IgG1. Anakinra (Kineret
®
) ist ein auch physiologisch vorkommender IL-1-Rezeptor-
Antagonist (IL-Ra), der kompetitiv die Wirkung von IL-1α und IL-1β am IL-1-Rezeptor 
hemmt (Aktories et al. 2005).  
Immunsuppressiva 
Immunsuppressiva zielen auf eine Antigen-unspezifische Hemmung von Lymphozyten 
ab, welche durch eine Reduktion der funktionellen Zellzahl zu einer Abnahme derer 
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Aktivität im Rahmen der chronischen Entzündung führt. Da bei RA vor allem die    
Th1-Lymphozyten eine Rolle spielen, welche durch die Sekretion der T-Lymphozyten-
Wachstumsfaktoren IL-2 und IFNγ die entzündliche Aktivtät fördern, stellt IL-2 das 
Ziel-Cytokin der immunsuppressiven Therapie bei RA dar. Ciclosporin ist ein aus dem 
Pilz Polypocladium inflatum gewonnenes cyclisches Peptid, welches über die Blockie-
rung der Signaltransdukton des T-Zell-Rezeptors mit hoher Selektivität die Bildung von 
Lymphokinen wie IL-2 durch T-Lymphozyten unterbindet. Azathioprin ist ein Prodrug 
und wird durch die Thiopurinmethyltransferase bevorzugt in T-Lymphozyten zu          
6-Mercaptopurin umgewandelt. Dieses hemmt die Synthese von Purinnucleotiden und 
führt als falscher DNA- und RNA-Baustein zum Zelltod. Methotrexat (MTX) ist ein 
Derivat der Folsäure und fungiert als Antimetabolit der Dihydrofolat-Reduktase. Über 
eine verminderte Bildung von Tetrahydrofolsäure, welche für die Synthese von 
Thymidin und Purinbasen notwendig ist, kommt es zu einem Funktionsverlust und Zell-
tod bevorzugt der B-Lymphozyten und somit zu einer Reduktion der Antikörpersynthe-
se. Das Prodrug Leflunomid wird zu A771762 umgewandelt und hemmt die 
Dihydroorotatdehydrogenase, das Schlüsselenzym der De-novo-Synthese von 
Pyrimidinbasen. Dadurch kommt es zu einer Proliferationshemmung aktivierter           
T-Lymphozyten (Aktories et al. 2005). 
Sulfonamide (Sulfasalazin) 
Sulfasalazin ist eine Molekülverbindung aus dem Sulfonamid Sulfapyridin und dem 
Salicylat Mesalazin (5-Amino-Salicylsäure). Es wird im Colon gespalten und wirkt über 
einen unbekannten Mechanismus antiphlogistisch (Aktories et al. 2005). 
Symptomatische Therapie 
Pharmaka zur Hemmung der entzündlichen Aktivität in den Gelenken sowie gegen die 
damit verbundenen Schmerzen werden v.a. als therapeutische Überbrückung der verzö-
gert eintretenden Wirkung der DMARD eingesetzt. Dies sind zum Einen 
Corticosteroide, zum Anderen nicht-steroidale Antirheumatika (NSAR). Corticosteroide 
wirken über die direkte Hemmung von NF-κB anti-inflammatorisch und immunsupp-
ressiv, weil sie die Transkription verschiedener Gene unterbinden, welche für pro-
inflammatorische Mediatoren kodieren, und folglich über eine Reduktion der IL-1- und 
IL-2-Synthese der Aktivierung von bevorzugt T-Lymphozyten entgegenwirken. 
Corticosteroide können oral oder intraartikulär als Injektion zur lokalen Entzündungs-
hemmung appliziert werden. Nicht-steroidale Antirheumatika wirken analgetisch, ohne 
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diese Wirkung über Opioidrezeptoren zu vermitteln. Ihre Wirkung beruht auf der Hem-
mung der Cyclooxygenasen-1 und -2, welche Prostaglandine (PG) synthetisieren. PG 
sind u.a. wichtige Entzündungsmediatoren, die für die Schmerzauslösung bzw. Hyper-
algesie sowie die pyretischen, vasodilatatorischen und Ödem-steigernden Effekte im 
Rahmen entzündlicher Prozesse verantwortlich sind (Aktories et al. 2005, DGRh-
Leitlinie 2007). 
Antiangiogene Pharmaka 
Obgleich ein anti-angiogener Nebeneffekt einer Reihe von Pharmaka, die bei der RA 
eingesetzt werden, nachgewiesen ist (z.B. für anti-TNF-Biologicals, Azathioprin, 
Leflunomid, Ciclosporin, MTX, Sulfasalazin, Chloroquin, Goldverbindungen und 
Dexamethason) (Koch 2003, Szekanecz & Koch 2010) und eine anti-VEGF-Therapie 
im Mausmodell die Manifestation, den Schweregrad und die Angiogenese in den Ge-
lenken reduziert (Koch 2003, Murakami et al. 2006), ist bislang kein primär anti-
angiogenes Medikament für die Therapie der RA zugelassen. Einige Medikamente, die 
spezifisch die Angiogenese beeinflussen, werden in der Therapie anderer Erkrankungen, 
allen voran Tumorerkrankungen und retinalen Erkrankungen wie der diabetischen Reti-
nopathie oder der altersbezogenen Maculadegeneration (AMD), zum Einsatz gebracht. 
Der monoklonale humanisierte anti-human-VEGF-A-Antikörper Bevacizumab 
(Avastin
®
) wird bei colorektalem Karzinom in den Stadien 3 und 4 sowie bei nicht-
squamösen, nicht-kleinzelligen Bronchial-Karzinomen eingesetzt (Kowanetz & Ferrara 
2006, Kiselyov et al. 2007, Shibuya 2008). Der monoklonale, humanisierte anti-human-
VEGF-Antikörper Ranibizumab (Lucentis
®
) ist eine affinitätsgereifte Variante von 
Bevacizumab und wirkt gegen alle humanen VEGF-Isoformen und biologisch aktiven 
VEGF-Fragmente. Er ist zugelassen für die Therapie der feuchten AMD (Kowanetz & 
Ferrara 2006, Kiselyov et al. 2007,Shibuya 2008). Zudem existieren verschiedene small 
molecule inhibitors (SMI), welche intrazellulär über die Adenosintriphosphat (ATP)-
Bindungs-Domäne die Aktivität von u.a. Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie der VEGFR 
inhibieren. Sorafenib und Sunitinib werden bei Nierenzell-Karzinom verabreicht, 
Sorafenib zusätzlich bei hepatozellulärem Karzinom und Sunitinib zusätzlich bei gast-
rointestinalem Stromatumor (Kowanetz & Ferrara 2006, Kiselyov et al. 2007, Shibuya 
2008). Aptamere sind RNA-/DNA-Oligonucleotide bzw. im weiteren Sinne auch Pepti-
de, welche Proteine mit hoher Spezifität und Affinität binden können. Pegaptanib ist ein 
anti-VEGF-RNA-Aptamer, welches als Therapeutikum bei feuchter AMD wirkt und 
auch für diagnostische und wissenschaftliche Zwecke genutzt wird (Kiselyov et al. 
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2007). Neben den oben genannten Pharmaka durchläuft eine Vielzahl von anti-VEGF-
wirksamen Stoffen derzeit pharmakologische bzw. klinische Studien (Kiselyov et al. 
2007). Bezüglich der Behandlung von Tumoren hat sich bislang eine alleinige medika-
mentöse anti-VEGF-Therapie als nicht hinreichend suffizient erwiesen und es wurde 
folglich eine Medikation gegen verschiedenen Zielgruppen Krankheits-assoziierter Pro-
teine empfohlen, was möglicherweise auf die Therapieprinzipien der RA zu übertragen 
ist (Kiselyov et al. 2007). Zudem birgt eine anti-VEGF-Therapie das Risiko ernst zu 
nehmender unerwünschter Wirkungen. Unter dem Einsatz von Bevacizumab in der Tu-
mortherapie werden besipielsweise Hypertonie, Thromboembolien, Blutungen sowie 
gastrointestinale Perforationen beobachtet, die unter Berücksichtigung eines Anteils von 
40 % der kardiovaskulären Ereignisse an der Gesamtmortalitätsrate bei RA eine kriti-
sche Betrachtung des Benefits selektiver anti-VEGF-Medikamente in der Therapie der 
RA fordern (Thairu et al. 2011). 
1.5 Sulforaphan (1-Isothiocyanato-4-methylsulfinylbutan, 
C6H11NOS2)  
Sulforaphan (SFN) ist ein Alkylthioalkyl-Isothiocyanat (Antosiewicz et al. 2008), wel-
ches spezifisch für die Gattung Brassica (Kohl) und in besonders hohen Konzentratio-
nen in jungem Broccoli zu finden ist, welcher für 5-10 min. auf 60-70 °C erhitzt worden 
ist (McWalter et al. 2004, Tang et al. 2006, Gasper et al. 2007). Es entsteht durch die 
Hydrolysierung des Glukosinolates Glucoraphanin mittels der Myrosinase, welche nur 
in Pflanzen- und Bakterienzellen vorhanden ist und nach Verletzung des pflanzlichen 
Gewebes sowie im menschlichen Darm wirken kann (Fahey et al. 1997, McWalter et al. 
2004, Tang et al. 2006). 100g Broccoli (Nassgewicht) enthalten ca. 50-200 µM SFN 
(Cheung & Kong 2010). Bei oraler Aufnahme von SFN wurden 74 ± 29 % im humanen 
Jejunum absorbiert, von denen allerdings ein Teil wieder ins Dünndarmlumen abgege-
ben wurde. Eine Stunde nach oraler Einnahme von 200 µM ITC aus Broccoli-Sprossen 
wurden Plasma-Konzentrationen von 0,943-2,27 µM gemessen. Die Plasma-
Halbwertszeit betrug 1,77 ± 0,13 h. Auch die Anreicherung im Gewebe wurde am Bei-
spiel der Mammae gemessen und betrug nach einer Stunde rechts 1,45 ± 1,12 pmol/mg 
und links 2,00 ± 1,95 pmol/mg (Ho et al. 2009). ITC akkumulieren proportional zu ihrer 
Potenz als Phase II-Enzym-Induktoren nach intrazellulärer Konjugation mit Glutathion 
(GSH), dem quantitativ bedeutendsten intrazellulären nicht-Protein Thiol (Dinkova-
Kostova et al. 2001, Zhang 2001), und ermöglichen eine mehrere hundertfach erhöhte 
Konzentration an ITC intrazellulär gegenüber extrazellulär (Zhang 2000,Zhang 2001). 
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Die Glutathion-S-Transferase (GST) begünstigt hierbei die Aufnahme von SFN durch 
eine Erhöhung der intrazellulären GSH-Konzentration (Zhang 2001). Durch einen kurz 
nach der Aufnahme von SFN einsetzenden Export des SFN-GSH-Konjugates über 
transmembranäre Transporter sinkt die intrazelluläre Konzentration von SFN rasch wie-
der ab, wenn nicht genügend SFN zu einer parallel ablaufenden, kontinuierlichen Wie-
deraufnahme zur Verfügung steht (Zhang & Callaway 2002). SFN ist unter den 
Isothiocyanaten (ITC) der stärkste Induktor von Phase II-Enzymen (Ye & Zhang 2001), 
welche über die Addition polarer Gruppen an v.a. lipophile Substanzen deren Exkretion 
ermöglichen und somit wesentlicher Bestandteil der Detoxifikation im menschlichen 
Organismus sind (Zhang et al. 1992, Hecht 1999). Die Induktoren dieser Enzyme sind 
selbst Elektrophile und ihnen ist die Fähigkeit gemeinsam, Sulfhydryl- bzw. Thiol-
Gruppen durch Oxidation, Reduktion oder Alkylierung zu modifizieren und u.a. 
Dithiocarbamate zu bilden, was deren Induktor-Eigenschaften bestimmt und den 
Redox-Status der Zelle beeinflusst. Als Marker der Aktivität als Induktor dient die in-
trazelluläre area under the time-concentration-curve (AUC). Die meisten Induktoren 
sind Substrate der Glutathion-S-Transferase (Dinkova-Kostova et al. 2000, Heiss et al. 
2001, Ye & Zhang 2001, Thimmulappa et al. 2002). Es kommt nach Inkubation von 
Zellen mit ITC zu einer transienten Produktion geringer Mengen an ROS in den Mito-
chondrien, welche ein zelluläres Signal für oxidativen Stress darstellen und verschiede-
ne kompensatorische zelluläre Antworten einleiten. Tumorzellen mit endogen erhöhter 
Produktion an ROS erweisen sich als hoch sensibel gegenüber ITC, da ITC über die 
Induktion von Phase II-Enzymen zu einem Abfall der intrazellulären ROS-
Konzentration und somit zu einer Intervention in Tumor-assoziierte Signalwege führen, 
was einen Zellzyklusarrest bzw. die Induktion von Apoptose zur Folge hat. Dieser Me-
chanismus erklärt z.T. die relative Selektivität verschiedenen SFN-Effekte gegenüber 
transformierten Zellen. Stark erhöhte intrazelluläre Konzentrationen an ROS führen zu 
oxidativen Mitochondrienschäden, der Inaktivierung von Redox-sensitiven Enzymen 
und schließlich zum Zelltod. Demnach ist die intrazelluläre Konzentration an ROS ent-
scheidend für die Funktion der Zelle sowie für die zellulären Antworten nach Stimulati-
on (Antosiewicz et al. 2008). Zudem hemmt SFN die Aktivität von Phase I-Enzymen, 
welche über die Addition reaktiver Gruppen die Bildung von Intermediaten mit 
elektrophilen Eigenschaften begünstigen, welche wiederum in größeren Mengen über 
die Bindung an Nucleophile wie DNA, RNA und Proteine zu zellulären Schäden führen 
können (Hecht 1999). Verschiedene Transkriptionsfaktoren bzw. deren physiologische 
Inhibitoren besitzen Sulfhydryl-Gruppen, deren Modifikation durch SFN und ein da-
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durch verändertes Bindungsverhalten an responsive elements auf der DNA Einfluss auf 
die Genexpression nehmen kann (Dinkova-Kostova et al. 2000, Heiss et al. 2001). 
Nuclear factor erythroid-related factor-2 (Nrf-2) wird über den an Aktin gebundenen 
Inhibitor, das Chaperon kelch-like ECH-associated protein-1 (Keap-1) im Cytoplasma 
sequestriert und zudem unter dem Einfluss von Keap-1 vermehrt unter Vermittlung der 
Cullin-3-abhängigen Ubiquitinligase proteosomal degradiert. SFN führt über die Modi-
fikation hoch reaktiver Cystein-Reste in der C-terminalen Domäne des Keap-1-
Moleküls (C
257
, C
273
, C
288
, C
297
) zu einer Konformationsänderung von Keap-1, wodurch 
Nrf-2 freigesetzt wird und nach Translokation in den Nucleus und Heterodimerisierung 
mit kleinen Maf-Proteinen an antioxidant-responsive elements (ARE) in den Promoter-
Bereichen von anti-oxidativen Phase II-Enzym-Genen binden kann. Diese Gene, deren 
Produkte u.a. NAD(P)H-Quinon-Reduktase, Glutathion-S-Transferase, UDP-
Glucuronyl-Transferase, Hämoxygenase-1 (HO-1) und andere Enzyme des anti-
oxidativen und xenobiotischen Metabolismus sind, werden normalerweise in 
unstimulierten Zellen mit einer relativ geringen basalen Rate exprimiert, erfahren je-
doch nach Stimulation durch z.B. ITC eine starke Induktion, die bei nicht-
transformierten Zellen viel stärker ausfällt als bei transformierten Zelle. Die beschriebe-
ne Kaskade erhöht die Reduktions-Kapazität der Zelle und schützt sie vor oxidativem 
Stress, also einem verstärkt oxidierenden intrazellulären Milieu. In einigen Tumorzellli-
nien ist eine konstitutiv erhöhte Expression der Nrf-2-Zielgene Teil des transformierten 
Phänotyps und bietet den Tumorzellen einen Überlebensvorteil (Dinkova-Kostova et al. 
2000, Dinkova-Kostova et al. 2002, Thimmulappa et al. 2002, McMahon et al. 2003, 
Zhang & Hannink 2003, McWalter et al. 2004, Cheung & Kong 2010, Ahn et al. 2010). 
In Endothelzellen wirkt Nrf2 anti-inflammatorisch, indem es die Expression von Adhä-
sionsmolekülen hemmt, und wirkt somit protektiv gegen die Ausbildung arterioskleroti-
scher Läsionen (Zakkar et al. 2009). SFN vermittelt weitere bedeutende zelluläre Effek-
te. Es hemmt das Zellwachstum durch einen Zellzyklusarrests in der S- sowie        
G2/M-Phase, inhibiert die Tubulin-Polymerisation und somit die Mitose und induziert 
den intrinsischen wie auch extrinsischen Apoptose-Signalweg in prämalignen und ma-
lignen Zellen und wirkt somit als Inhibitor der Initiation und Promotion der Tumorge-
nese. Zahlreiche klinische Studien und experimentelle Arbeiten am Tiermodell belegen 
die Reduktion des Krebsrisikos durch regelmäßigen Konsum von Obst und Gemüse 
aufgrund der darin enthaltenen chemoprotektiven Agenzien wie z.B. der ITC in der Gat-
tung Brassica (Zhang et al. 1994, Zhang 2001, Zhang & Callaway 2002, Tang et al. 
2006, Gasper et al. 2007, Myzak & Dashwood 2006). Die anti-inflammatorischen Ef-
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fekte von SFN beruhen auf der Reduktion der DNA-Bindung des Redox-sensitiven   
NF-κB und einer Stabilisierung seines Inhibitors inhibitor of NF-κB-α (IκBα), was kon-
sekutiv und Dosis-abhängig die Sekretion pro-inflammatorischer und pro-karzinogener 
Mediatoren reduziert, welche für viele Pathologien verantwortlich sind. SFN hemmt die 
Thioredoxin-Reduktase, welche zusammen mit Thioredoxin ein intranucleäres Redox-
System bildet, und nimmt über diese Modifikation Einfluss auf das intranucleäre 
Redoxpotential, von welchem die Aktivität zahlreicher Transkriptionsfaktoren wie    
NF-κB abhängig ist (Bertl et al. 2006, Cheung & Kong 2010). Da die Sulfhydryl-
Gruppen des intrazellulären GSH mit den Sulfhydryl-Gruppen anderen Zielmoleküle 
um die Bindung von SFN kompetieren, ist die Wirkung von SFN auf die DNA-Bindung 
von NF-κB umso geringer, je höher die intrazelluläre GSH-Konzentration ist (Heiss et 
al. 2001, Xu et al. 2006). Die zwei Hauptmetabolite von SFN aus dem Mercaptursäure-
Metabolismus, SFN-Cystein und SFN-Acetylcystein, wirken als Histon-Deacetylase 
(HDAC)-Inhibitoren, welche die Inaktivierung von cytoprotektiven und 
Tumorsuppressor-Genen durch HDAC verhindern, global den Anteil acetylierter 
Histone erhöhen und somit über einen weiteren Mechanismus der Tumorgenese entge-
genwirken. Im Gegensatz zum Effekt der Induktion von Phase II-Enzymen, die bereits 
vor dem Stadium der Initiation präventiv wirken, ist der Effekt der Hemmung der 
HDAC-Aktivität nur auf die Phase nach der Initiation beschränkt (Myzak et al. 2004, 
Tang et al. 2006, Myzak & Dashwood 2006, Dashwood & Ho 2008, Ho et al. 2009). 
SFN interferiert mit allen wichtigen Schritten der Angiogenese. Die Hypoxie-induzierte 
Expression von VEGF-mRNA, HIF-1α und c-myc und auch die Expression von 
VEGFR-2 zeigen eine Zeit- und Dosis-abhängige Reduktion nach Inkubation mit      
0,8-25 µM SFN. Eine c-myc-Überexpression korreliert in vivo direkt mit erhöhten 
VEGF-Konzentrationen und Hypoxie verstärkt zusätzlich die c-myc-vermittelte Induk-
tion der VEGF-Expression. Demzufolge kann SFN über zwei verschiedene Wege die 
VEGF-Expression inhibieren (Bertl et al. 2006). Zum Einen kommt es über den anti-
inflammatorischen Effekt der Inhibition der NF-κB-Aktivität und eine folgliche Reduk-
tion der Aktivität der induzierbaren NO-Synthase (iNOS) und Cyclooxygenase (COX) 
mit verringerten Konzentrationen an Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandinen (PG) 
zu einem Rückgang der VEGF-Expression (Cheung & Kong 2010), zum Anderen wird 
diese über die Inhibition der c-myc-Expression indirekt negativ beeinflusst. Daneben 
erfolgte eine Inhibition der MMP-Aktivität und der Migration, Differenzierung sowie 
Tubulusformation von Endothelzellen und es wurde eine Apoptose-Induktion in 
Endothelzellen beschrieben (Bertl et al. 2006). Im Zusammenhang mit der RA ist eine 
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Apoptoseinduktion in den sonst Apoptose-resistenten Synovialozyten, eine Inhibition 
der T-Lymphozytenproliferation, eine Reduktion der Produktion von pro-
inflammatorischem IL-17 und TNFα in CD4+ T-Lymphozyten sowie eine Inhibition der 
NF-κB-vermittelten Effekte in stimulierten Makrophagen in vitro nachgewiesen (Kong 
et al. 2010). Einige zelluläre Effekte von SFN wie die Apoptoseinduktion und die Inhi-
bition der HDAC-Aktivität zeigen eine gewisse Selektivität gegenüber transformierten 
bzw. undifferenzierten Zellen. Im Allgemeinen sind die anti-inflammatorischen, anti-
oxidativen, pro-apoptotischen und anti-angiogenen Effekte von SFN abhängig vom 
Zelltyp, der Konzentration an SFN und der Inkubationszeit (Myzak & Dashwood 2006, 
Kong et al. 2010). Zudem beeinflussen Polymorphismen in Genen, die an der Absorpti-
on, Distribution, dem Metabolismus und der Exkretion von SFN beteiligt sind, die Wir-
kungen von SFN auf Zellen, Organe und den gesamten Organismus (Lampe 2009). In 
Anbetracht der Tatsache, dass die Pharmakodynamik von SFN eine gewisse Selektivität 
gegenüber transformierten Zellen zeigt, bereits anti-angiogene Effekte von SFN be-
schrieben sind und sowohl die Aufnahme über den Verzehr von Broccoli bzw. v.a. 
Broccoli-Sprossen sowie die Bioverfügbarkeit und Pharmakokinetik von SFN günstig 
sind, stellt SFN ein interessantes potentielles Therapeutikum dar, dessen Wirksamkeit 
im Rahmen entzündlicher und angiogener Erkrankungen mit Beteiligung transformier-
ter Zellen, wie dies z.B. bei der RA der Fall ist, von Bedeutung sein kann. Neben den 
bereits im Tiermodell untersuchten positiven Effekten auf verschiedene Zelltypen bei 
RA stellt auch die anti-atherogene Wirkung von SFN einen wichtigen Aspekt der phar-
makologischen Wirkung dieses Stoffes im Rahmen der RA dar und gibt Anlass zur 
Mutmaßung, dass die erhöhte kardiovaskuläre Morbidität und Mortalität bei RA eben-
falls positiv beeinflusst werden könnten. 
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2 Zielsetzung 
Bei der RA handelt es sich um eine relativ häufige Erkrankung, deren Prävalenz sich 
nicht wesentlich in verschiedenen Populationen unterscheidet und somit weltweit viele 
Betroffene fordert. Insgesamt erreichen aufgrund eines verzögerten Therapiebeginns nur 
rund 10-15 % eine dauerhafte Remission, unter rechtzeitigem Therapiebeginn mit 
DMARD wären es > 50 %. Die Erkrankung bedarf meist einer Dauertherapie, welche 
allerdings nur in wenigen Fällen die Progredienz mit den damit einhergehenden Ge-
lenkzerstörungen und Schmerzen verhindern kann. Die neu eingeführten Biologicals 
zeigen zwar eine hohe Wirksamkeit, insbesondere in sonst therapeutisch schwer zu kon-
trollierenden Fällen, sind aber mit erheblichen Kosten verbunden (Gesundheitsbericht-
erstattung des Bundes 2010). Erstrebenswert erscheint daher eine pharmakologische 
Alternative bzw. ein zusätzliches pharmakologisches Adjuvans, das in die komplexen 
Vorgänge der synovialen Inflammation und Knorpeldestruktion eingreift und den Ver-
lust der körperlichen Selbstständigkeit verhindern oder abmildern kann. Zudem ist ein 
möglichst geringer Kostenpunkt bedeutsam, um einem breitem Patientengut die Thera-
pie zugänglich zu machen. SFN hat sich im Tiermodell sowie in humanen klinischen 
Studien als präventiv und kurativ wirksam bei verschiedenen inflammatorischen, 
angiogenen und neoplastischen Erkrankungen, darunter auch Arthritiden, erwiesen und 
eine gewisse Selektivität seiner Effekte in den jeweiligen pathologisch veränderten Zel-
len gezeigt. Demnach ist anzunehmen, dass SFN die Möglichkeit einer Therapie ver-
schiedener Erkrankungen, u.a. der RA, eröffnet und zusätzlich bereits präventiv einge-
setzt werden kann. Die kostengünstige Verfügbarkeit von SFN über die Aufnahme von 
Broccoli bietet den entscheidenden Vorteil, dass bezüglich der Prävention eine breite 
Masse der Bevölkerung erreicht werden kann und die Kosten bei kurativer Behandlung 
vermutlich eher gering ausfallen. Die vorliegende Dissertation untersucht nun den Ein-
fluss von SFN auf die Sekretion des angiogenen VEGF, eines wichtigen Mediators der 
Angiogenese und somit auch der Inflammation, Pannusbildung und Gelenkdestruktion, 
in Synovialozyten eines RA-Patienten im direkten Vergleich mit Synovialozyten eines 
gesunden Probanden. Experimentell überprüft werden soll eine angenommene Dosis-
abhängige Inhibition der VEGF-Expression durch SFN, die in bereits zitierten Publika-
tionen beschrieben ist. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
Verbrauchsmaterial 
6-Well Zellkulturplatten BD (USA, New Jersey) 
96-Well Polystyrol Microplatte weiß Greiner Bio-One International AG         
(A, Frinkenhausen)   
Amersham Hyperfilm
TM
 GE Healthcare Bio-Sciences AB             
(D, München) 
Gewebekulturflaschen Greiner Bio-One International AG         
(A, Frinkenhausen) 
Immobilon-P Transfer-Membran Millipore Corporation                 
(USA, Billerica) 
Pasteurpipetten aus Glas Brand GmbH und Co. KG                
(D, Wertheim) 
Pipettenspitzen G. Kisker-Products for Biotechnology   
(D, Steinfurt)  
Precelly-Röhrchen (14 K) peqlab Biotechnologie (D, Erlangen) 
Reaktionsgefäße (1,5 ml/2,0 ml)  Eppendorf-Netheler-Hinz                 
(D, Hamburg) 
Rotilabo
®
-Blottingpapiere Carl Roth GmbH und Co. KG                
(D, Karlsruhe) 
Zentrifugationsröhrchen (15 ml/50 ml) Greiner Bio-One International AG         
(A, Frinkenhausen) 
Geräte 
Automatische Pipettierhilfe (Pipetus Standard) Neolab (D, Heidelberg) 
CO2-Inkubator HERAcell
® 
150 Thermo Fisher Scientific             
(USA, Waltham) 
Elektrophorese-System Sub-Cell R GT Bio-RAD Laboratories GmbH               
(D, München) 
Elektrophorese-Transferzelle Trans-Blot
® 
SD Bio-RAD Laboratories GmbH                
(D, München) 
Feinwaage Acculab ALC-80.4 Sartorius (D, Göttingen) 
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Heiz-Magnetrührer MR 2002 Heidolph (D, Schwabach) 
Homogenisator Precellys 24 peqlab Biotechnologie (D, Erlangen) 
Hypercassette  GE Healthcare Bio-Sciences AB           
(D, München) 
Imaging System AlphaImager  Biozym Scientific GmbH                 
(D, Oldendorf) 
Inkubator Innova® CO-170 New Brunswick Scientific               
(USA, Edison) 
Mehrkanalpipette  
Mikroskop Eclipse Ts100 Nikon GmbH (D, Düsseldorf) 
Mikroskop, invers DMIL Leica (D, Wetzlar) 
Mini-PROTEAN Tetra Elektrophorese System BioRad Laboratories GmbH             
(D, München) 
Neubauer Zählkammer 0,1 mm Tiefe Brand GmbH und Co. KG                
(D, Wertheim) 
pH-Meter ph522 WTW (D, Weilheim) 
Pipetten (2,5 µl, 10µl, 100 µl, 1000µl, 2500µl) Eppendorf-Netheler-Hinz                 
(D, Hamburg) 
Plattenphotometer Infinite M200 Tecan Tecan Deutschland GmbH               
(D, Crailsheim) 
Plattenphotometer Sunrise
TM
 Tecan Deutschland GmbH               
(D, Crailsheim) 
Real-Time PCR-System StepOne Plus Applied Biosystems                       
(USA, Foster City) 
Spannungsgerät Power Pac
TM
 Bio-RAD Laboratories GmbH                
(D, München) 
Spektrophotometer Nanodrop 1000 Thermo Fisher Scientific             
(USA, Waltham) 
Sterilbank LaminAir Safe 2010 1.8 Holten (DK, Allerød) 
Thermocycler ThermalCycler 2720 Applied Biosystems                    
(USA, Foster City) 
Thermocycler Veriti
TM 
96-Well Thermal Cy-
cler 
Applied Biosystems (D, Darmstadt) 
Tischzentrifuge Rotilabo® Carl Roth GmbH und Co. KG                
(D, Karlsruhe) 
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Vakuumabsaugsystem Integra Biosciences (D, Fernwald) 
Vortex-Schüttler VV3 VWR (D, Darmstadt) 
Waage BL1500 Sartorius (D, Göttingen) 
Wasserbad Aqua Line AL25 LAUDA (D, Lauda-Königshofen) 
Zentrifuge 5417R Eppendorf-Netheler-Hinz                 
(D, Hamburg) 
Zentrifuge Labofuge 200 Heraeus Sepatech (D, Osterode) 
Zentrifuge Universal 32R Hettich (D, Tuttlingen) 
Zentrifuge Z233 M Hermle Labortechnik GmbH                   
(D, Wehingen) 
Zelllinien 
HSE (Simian Virus 40 large T antigen (SV40 
T-ag)-immortalisierte humane heat-shock ele-
ment Synovialozyten von RA-Patient) 
Christian Kaps, Berlin 
K4IM (SV40 T-ag-immortalisierte naive hu-
mane Synovialozyten K4 von gesundem Pro-
banden) 
Christian Kaps, Berlin 
Kulturmedien und Zusätze 
5 % Trypsin-EDTA Invitrogen GmbH (D, Darmstadt) 
Dulbecco`s Phosphat gepufferte Salzlösung 
(PBS) 
 
PAA Laboratories GmbH                 
(A, Pasching) 
Fetales Kälberserum (FCS) Invitrogen GmbH (D, Darmstadt) 
OPTI-MEM
® 
I Reduced Serum Medium Invitrogen GmbH (D, Darmstadt) 
Penicillin Streptomycin (PenStrep) (10.000 
U/ml Penicillin, 10.000 µg/ml Streptomycin) 
Invitrogen GmbH (D, Darmstadt) 
RPMI 1640 mit L-Glutamin Invitrogen GmbH (D, Darmstadt) 
Trypanblau-Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH         
(D, Steinheim) 
DMEM High Glucose (4,5 g/l) Invitrogen GmbH (D, Darmstadt) 
Kitsysteme 
3,3`,5,5`-Tetramethylbenzidine (TMD) liquide Sigma-Aldrich Chemie GmbH         
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substrate system for ELISA (D, Steinheim) 
Chemiluminescent HRP Substrate Millipore Corporation  
(USA, Billerica) 
PeqGOLD TriFast TM Kit peqlab Biotechnologie GmbH          
(D, Erlangen) 
Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fischer Scientific  
(USA, Waltham)  
Streptavidin HRP R&D Systems                                   
(D, Wiesbaden-Nordenstadt) 
Chemikalien 
1,4-Dithiothreit (DTT) Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
2,2`-Bipyridyl in DMSO Sigma-Aldrich Chemie GmbH         
(D, Steinheim) 
5 x reaction buffer Fermentas GmbH (D, St. Leon-Rot) 
Acrylamid (Rotiphorese Gel 30) Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
Agarose Sigma-Aldrich Chemie GmbH         
(D, Steinheim) 
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Biomol GmbH (D, Hamburg) 
Bovines Serumalbumin (BSA) AppliChem GmbH (D, Darmstadt) 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH         
(D, Steinheim) 
D(+)-Glucose-Monohydrat Merck (D, Darmstadt) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck (D, Darmstadt) 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
DNA-Farbstoff SYBR
®
 Green I Applied Biosystems (D, Darmstadt) 
DNAse Puffer (10x reaction buffer) Promega (USA, Madison, WI) 
dNTP Mix (2,5 mM) Bioline GmbH (D, Luckenwalde) 
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Eisessig Merck (D, Darmstadt) 
Ethidiumbromid Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
Ethidiumbromid 1 % Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-
Dinatriumsalz Dihydrat 
Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
Glycerol Serva Electrophoresis (D, Heidelberg) 
Glycin  Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
HEPES Pufferan Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
Isopropanol Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
Kaliumchlorid (KCl) Sigma-Aldrich Chemie GmbH         
(D, Steinheim) 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
L-Sulforaphan (SFN, in DMSO) Sigma-Aldrich Chemie GmbH         
(D, Steinheim) 
Magnesiumchlorid (MgCl2)- Hexahydrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH         
(D, Steinheim) 
Methanol Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
Nonidet P40 (NP40) Sigma-Aldrich Chemie GmbH         
(D, Steinheim) 
Probenpuffer für Agarose-Gelelektrophorese 
(DNA Loading Dye) 
Fermentas GmbH (D, St. Leon-Rot) 
RANDOM HEXAMER (RH 200 ng) Fermentas GmbH (D, St. Leon-Rot) 
Reines H2O mit MilliQ
®
 Plus10 Watersystem 
(aus Umkehrosmose) 
Millipore Corporation                 
(USA, Billerica) 
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rhVEGF-A165 (in PBS mit 1 % BSA) R&D Systems                                   
(D, Wiesbaden-Nordenstadt) 
Schwefelsäure (H2SO4) Sigma-Aldrich Chemie GmbH         
(D, Steinheim) 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Invitrogen GmbH  (D, Darmstadt) 
Stopplösung für DNAse (25 mM EDTA in aq-
ua dest) 
Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
TNFα (in PBS mit 0,1 % BSA) PeproTech (D, Hamburg) 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth GmbH und Co. KG          
(D, Karlsruhe) 
Tween20 pure Serva (D, Heidelberg) 
β-Mercaptoethanol Merck (D, Darmstadt) 
Enzyme 
DNAse Roche (D, Mannheim) 
Revert Aid Reverse Transcriptase TM Fermentas GmbH (D, St. Leon-Rot) 
Taq DNA-Polymerase Fermentas GmbH (D, St. Leon-Rot) 
 
Längenstandard-Marker 
DNA-Marker Gene Ruler
TM
 Low Range DNA 
Ladder  
Fermentas GmbH (D, St. Leon-Rot) 
Protein-Marker Spectra
® 
Multicolor Broad 
Range Protein Ladder 
Fermentas GmbH (D, St. Leon-Rot) 
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Primer für qRT-PCR 
Gen 
Länge des ampli-
fizierten Frag-
mentes (bp) 
Annealing-
Temperatur (°C) 
Zellzyklus-Zahl Firma 
18S rRNA 149 55 40 
Qiagen         
(D, Hilden) 
VEGF-A 99 55 40 
Qiagen         
(D, Hilden) 
 
Antikörper 
Primär-Antikörper Western Blot: anti-VEGF 
(147) Antibody sc-507, Isotype rabbit IgG 
Santa Cruz Biotechnology                
(D, Heidelberg) 
Sekundär-Antikörper Western Blot: anti-rabbit 
goat IgG HRP-linked Antibody 
Cell Signaling Technology          
(USA, Boston) 
Fang-Antikörper ELISA: anti-hVEGF Mab 
Mouse IgG2B 
R&D Systems                                   
(D, Wiesbaden-Nordenstadt) 
Detektions-Antikörper ELISA: anti hVEGF-
A165 Biotinylated Affinity Purified PAb goat 
IgG 
R&D Systems                                   
(D, Wiesbaden-Nordenstadt) 
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Lösungen und Puffer 
Agarose-Gelelektrophorese, 50 x TAE-Puffer (1 : 50 in aqua dest) 
EDTA       [0,1 M] 
Eisessig     [1 M] 
TRIS/HCl (pH 8) [2 M] 
 
Trennung Kernprotein und Cytosol, Puffer 1 (pH 7,9) 
DTT  [0,5 mM] 
HEPES  [10 mM] 
KCl  [10 mM] 
MgCl2  [1,5 mM] 
NaCl  [4,5 mM] 
NP40  0,05 % 
 
Trennung Kernprotein und Cytosol, Puffer 2 (pH 7,9) 
DTT  [0,5 mM] 
EDTA  [0,2 mM] 
Glycerol  26 % 
HEPES  [5 mM] 
MgCl2  [1,5 mM] 
 
SDS-PAGE, SDS-Probenpuffer (nach Pierce) 
Bromphenolblau [14,5 µM] 
Glycerol [2,7 M] 
β-Mercaptoethanol [0,64 M] 
SDS [140 mM] 
TRIS (pH 6,8) [125 mM] 
 
3 Material und Methoden 
 
41 
 
Western Blot, Gelpuffer I (pH 8,8) 
TRIS   [1,5 M] 
SDS  [14 mM] 
 
Western Blot, Gelpuffer II (pH 6,8) 
TRIS  [0,5 M] 
SDS  [14 mM] 
 
Western Blot, Elektroden-Puffer (1 x) nach BioRAD  
Glycin  [200 mM] 
SDS  10 % 
TRIS  [25 mM] 
 
Western Blot, Transfer-Puffer (1 x) nach BioRAD  
Glycin  [40 mM] 
Methanol  25 % 
SDS  0,1 % 
TRIS  [50 mM] 
 
Western Blot, Tris Buffer Saline Tween20 (TBS-T-Puffer) nach BioRAD  
EDTA (pH 8,0) [1 mM] 
NaCl  [150 mM] 
TRIS  [20 mM] 
Tween20  [4,5 µM] 
 
 
 
 
3 Material und Methoden 
 
42 
 
ELISA, PBS (pH 7,2-7,4) nach R&D Systems 
KCl  [2,7 mM] 
KH2PO4  [1,5 mM] 
Na2HPO4  [8,1 mM] 
NaCl  [137 mM] 
 
ELISA, Waschpuffer (pH 7,4) nach R&D Systems 
PBS  
Tween 20 0,05 % 
 
Bearbeitungsprogramme 
GraphPad Prism 5 GraphPad Software Inc. (USA, San Diego) 
i-control
TM
 Software Tecan Deutschland GmbH (D, Crailsheim) 
Magellan
TM
 Datenanalyse Software Tecan Deutschland GmbH (D, Crailsheim) 
Office 2007 Microsoft Deutschland (D, München) 
Photoshop
®
 Adobe Systems GmbH (D, München) 
Quantity One BioRad Laboratories GmbH (D, München) 
StepOne Software v2.1 Applied Biosystems (USA, Foster City) 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Zellkultur 
Kultivieren der Zellen 
Die K4IM-Zellinie wurde in dem Medium DMEM High Glucose (4,5 g/l) und die HSE-
Zelllinie in dem Medium RPMI 1640 mit jeweils den Zusätzen 10 % fetales Kälberse-
rum (FCS) sowie 1 % Penicillin-Streptomycin (PeSt) in T75 Zellkulturflaschen kulti-
viert. Das Medium wurde alle 2 Tage gewechselt. Zur Kultivierung wurde ein CO2-
Inkubator (Thermo Scientific, Heracae) mit 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 bei    
37 °C verwendet.  
Passagieren der Zellen 
Sobald der Zellmonolayer konfluent war, wurde ein Passagieren der Zellen vorgenom-
men. Hierzu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit Phosphat-gepufferter 
Salzlösung (PBS) gespült. Zum Ablösen der Zellen durch Spaltung ihrer extrazellulären 
Proteine wurden die Zellen mit je 1 ml Trypsin/EDTA-Lösung (20 ml 5 %-iges Trypsin 
in 80 ml PBS) bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde das Trypsin mit 5 ml des ent-
sprechenden Mediums mit oben erwähnten Zusätzen inaktiviert, um eine Schädigung 
der Zellen durch Spaltung von Zellwandproteinen zu verhindern. Das Medium mit den 
darin enthaltenen Zellen wurde  in einem 15 ml Zentrifugationsgefäß 5 min bei 800 x g 
pelletiert und das Pellet erneut in Medium mit Zusätzen resuspendiert. Nach einer Ver-
dünnung wurde das Medium mit der gewünschten Anzahl von Zellen erneut in die T75 
Zellkulturflasche überführt.  
Aussaat der Zellen 
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die pelletierten und im Medium resuspendierten 
Zellen 1:2 mit Trypanblau verdünnt und in einer Neubauer-Zählkammer gezählt.       
350 000 Zellen der Linie K4IM wurden pro Well in einer 6-Well Zellkulturplatte für   
24 h kultiviert. 100 000 Zellen der Linie HSE wurden pro Well in einer 6-Well Zellkul-
turplatte für 72 h kultiviert, wobei alle 2 Tage ein Mediumwechsel vorgenommen wur-
de. Die Aussaat unterschiedlicher Zellzahlen war begründet in der geringeren Passage-
zeit sowie der verminderten Kontaktinhibition der HSE-Zellen und einer dadurch er-
schwerte Kontrolle der optimalen Konfluenz für die weitere Stimulation der Zellen. 
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Stimulation der Zellen 
Bei den K4IM-Zellen wurde nach 24 h und bei den HSE-Zellen nach 72 h ein 
Mediumwechsel auf das Serum-reduzierte Medium Optimem (Invitrogen) vorgenom-
men. Anschließend wurden beide Zelllinien nach folgendem Schema stimuliert: 
1. Kontrolle (unstimuliert) 
2. TNFα [100 ng/ml] 
3. TNFα [100 ng/ml] + SFN [1 µM] 
4. TNFα [100 ng/ml] + SFN [2,5 µM] 
5. TNFα [100 ng/ml] + SFN [5 µM] 
6. SFN [5 µM] 
7. Bipyridyl [50 µM] 
8. Bipyridyl [100 µM] 
9. Bipyridyl [200 µM] 
10. Bipyridyl [500 µM] 
11. Bipyridyl [1000 µM] 
SFN wurde in den Stimulationen 3. bis 5. jeweils 30 min vor der Stimulation mit TNFα 
zugegeben. 
3.2.2 Nucleinsäureanalytik 
RNA-Isolation 
Nach 6 h wurden die Überstände der stimulierten Zellen verworfen und die Zellen je 
Well mit 1 ml peqGOLD TriFast lysiert und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. 
Zum Einen denaturiert und inaktiviert das im peqGOLD enthaltene Salz 
Guanidinisothiocyanat Proteine und RNAsen, zum Anderen entfernt das enthaltene 
Phenol die Proteine und löst durch ein Absenken des pH-Wertes kleine DNA-
Fragmente. Die Proben wurden zur Verbesserung der Sichtbarkeit des RNA-Pellets mit 
je 4,7 µl Glykogen [15 mg/ml] versetzt und 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 
Je 200 µl Chloroform wurden zugegeben, welches ebenfalls die Proteine denaturiert und 
diese in der nach der Phasenauftrennung entstehenden organischen Phase oder Interpha-
se löst, und die Proben wurden nach 15 sec kräftigen Schüttelns erneut für 3-10 min bei 
RT inkubiert. Anschließend wurde 15 min bei 12 000 x g und 4 °C zentrifugiert, bis 
eine Phasenauftrennung erfolgt war (obere Phase (ca. 60 %): farblos, wässrig → RNA; 
mittlere Phase: Interphase; untere Phase: rote Phenol-Chloroform-Phase). Die wässrige 
3 Material und Methoden 
 
45 
 
Phase mit der darin enthaltenen RNA wurde in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß über-
führt und zur Fällung der RNA zusammen mit je 500 µl Isopropanol gevortext und      
10 min bei RT inkubiert. Durch 30 min Zentrifugation bei 20 000 x g und 4 °C wurde 
die Präzipitation der RNA erreicht. Der Isopropanol-Überstand wurde vorsichtig abge-
saugt und die RNA zweimal zusammen mit 1 ml 75 %-igem Ethanol gevortext und     
10 min bei 12 000 x g und 4 °C zentrifugiert, um verbleibende Phenol- und 
Isopropanolreste aus der Lösung zu entfernen. Im Anschluss wurde der Überstand vor-
sichtig verworfen, das RNA-Pellet kurz an der Luft getrocknet und in je 30 µl RNAse-
freiem Wasser resuspendiert. Die Proben wurden zur Verbesserung der Löslichkeit der 
RNA 10 min auf 55-60 °C erhitzt und deren RNA-Konzentration sowie –Reinheit am 
Spectrophotometer Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, USA, Waltham) be-
stimmt. Die Konzentration der Proben kann über eine Messung der optischen Dichte 
(OD) bei 260 nm errechnet werden. Bei reiner RNA liegt der Quotient der OD bei     
260 nm und 280 nm um ca. 2,0 und der Quotient der OD bei 260 nm und 230 nm um  
ca. 1,8-2,2. Niedrigere Werte deuten auf Kontaminationen (z.B. durch Proteine oder 
Phenole) hin. Bis zur weiteren Analyse wurden die Proben bei -70 °C gelagert 
(Mülhardt 2003). 
DNA-Verdau und cDNA-Synthese 
Je 7 µl der in 30 µl RNAse freiem Wasser gelösten RNA wurden mit 1 µl DNAse, wel-
che doppel- und einzelsträngige DNA in der Probe degradiert, und je 1 µl DNAse-
Puffer (10 x Reaction Buffer), der Magnesiumionen für eine maximale Aktivität der 
DNAse enthält, versetzt und im Thermocycler 15 min auf 37 °C erhitzt, was dem Tem-
peraturoptimum der DNAse entspricht. Nach Zugabe von je 1 µl Stopplösung, welche 
Chelatoren zweiwertiger Metallionen enthält, wurde 10 min auf 65 °C erhitzt, um die 
DNAse zu inaktivieren. Es wurden je 2 µl RANDOM HEXAMER (RH 200 ng) zuge-
geben (einem Gemisch aus Oligonucleotiden, die aus je sechs zufällig zusammengesetz-
ten Nucleotiden bestehen und unspezifisch verschiedene mRNA-Moleküle der Probe in 
cDNA umschreiben), die Proben wurden kurz zentrifugiert und zum Aufschmelzen der 
Sekundärstrukturen der RNA 5 min auf 70 °C erhitzt. Je Probe wurde ein Mastermix 
aus 4 µl 5 x Reaction Buffer, 2 µl dNTP Mix [10 mM] und 1 µl aqua dest zugefügt, die 
Proben wurden kurz zentrifugiert und 5 min auf 25 °C erhitzt. Anschließen wurde je     
1 µl Reverse Transkriptase (RevT) zugegeben und die Proben wurden 10 min auf 25 °C 
(Annealing), 60 min auf 42 °C (Elongation) und 10 min auf 70 °C (Inaktivierung der 
RT) erhitzt. Am Spectrophotometer Nanodrop 1000 wurden die Konzentration und die 
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Reinheit der synthetisierten cDNA durch Messung der OD analog zur Messung der OD 
der RNA-Proben bestimmt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20 °C (Mülhardt 
2003). 
 
3.2.2.1 Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) 
Für die qRT-PCR wurden aufgrund geringer zur Verfügung stehender cDNA-Mengen 
je Ansatz 35 ng cDNA der K4IM-Zell-Proben bzw. 60 ng cDNA der HSE-Zell-Proben 
eingesetzt. Die Ansätze wurden nach folgendem Schema pipettiert: 
Mastermix K4IM: 5 µl Qiagen-Primermix (VEGF-A bzw. 18S rRNA) mit je  
2,5 µl antisense und sense Primer                                                               
    12,5 µl SYBR
®
 Green 
    35 ng cDNA/7,5 µl reines H2O (MilliQ
®
) 
    Reaktionsvolumen 25 µl 
Mastermix HSE: 4 µl Qiagen-Primermix (VEGF-A bzw. 18S rRNA) mit je 
2 µl antisense und sense Primer 
    10 µl SYBR
®
 Green 
    60 ng cDNA/6 µl reines H2O (MilliQ
®
) 
    Reaktionsvolumen 20 µl 
SYBR
® 
Green
 
ist ein asymmetrischer Cyaninfarbstoff, der an die durch Hybridisierung 
der neu synthetisierten DNA-Abschnitte entstehende doppelsträngige DNA bindet. Bei 
Exposition gegenüber blauem Licht der Wellenlänge 494 nm kommt es zu einer Emis-
sion von grünem Licht der Wellenlänge 521 nm, welches während der Amplifikation 
detektiert wird und Rückschlüsse über die Zunahme der Quantität doppelsträngiger 
DNA über die Zeit zulässt. Die gemessene Fluoreszenz wird gegen die Zykluszahl auf-
getragen und dient der Ermittlung des cycle threshold-Wertes (CT, Schwellenwert-
Zyklus), an dem sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich vom Hintergrund abhebt 
und der die exponentielle Phase der Amplifikation markiert, in der eine direkte Propor-
tionalität zwischen eingesetzter und amplifizierter cDNA besteht. Vereinfacht ausge-
drückt ist die Ausgangsmenge des Templates einer Probe umso größer gewesen, je nied-
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riger der CT-Wert der Amplifikation liegt, d.h. je früher eine deutliche Abhebung des 
Fluoreszenzsignals vom Hintergrund erfolgt ist (Mülhardt 2003). 
Die Ansätze durchliefen im Thermocycler folgendes qRT-PCR-Programm: 
Initiale Denaturierung   15 min bei 95 °C  
40 Zyklen:  Denaturierung  15 sec bei 95 °C   
  Annealing  30 sec bei 55 °C  
  Elongation  40 sec bei 74 °C 
Schmelzkurvenbestimmung:  15 sec bei 95 °C 
     60 sec bei 55 °C 
     alle 15 sec + 0,3 °C (bis 95 °C) 
Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von Nucleinsäurefragmenten 
Pro Gel wurden in einem Erlenmeyerkolben 3 g Agarose mit 100 ml TRIS-Acetat-
EDTA (TAE)-Puffer (1 x) in der Mikrowelle zum Sieden gebracht, bis die Agarose 
vollständig gelöst war. Nach kurzem Abkühlen wurden 2,5 µl Ethidiumbromid zugege-
ben und durch Schwenken in der Lösung gelöst. Die Lösung wurde in einen Gelschlit-
ten mit einem Taschenkamm gegossen und 20 min darin fest werden gelassen. Die 
qRT-PCR-Proben wurden 5:1 mit Probenpuffer (DNA Loading Dye, Fermentas) ver-
setzt und zu je 10 µl in die Geltaschen pipettiert. Der Probenpuffer enthält zum Einen 
Bromphenolblau und Xylen Cyanol FF, um die DNA-Fragmente während der Wande-
rung im elektrischen Feld sichtbar zu machen, zum Anderen Glycerol, um die Dichte 
der DNA-Proben zu erhöhen und eine Diffusion aus den Geltaschen zu verhindern, so-
wie Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) als Chelator zweiwertiger Metallionen, die 
Metall-abhängige Nucleasen inhibiert. Zusätzlich wurden zwei Geltaschen mit je 10 µl 
eines DNA-Markers (Gene Ruler
TM
 Low Range DNA Ladder, Fermentas) beladen. Das 
Gel wurde in der Elektrophoresekammer 20 min bei einer konstanten Spannung von 
140 V laufen gelassen, wodurch die Auftrennung der negativ geladenen DNA-
Fragmente nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld erfolgte. Im Anschluss 
wurde das Gel gegenüber UV-Licht exponiert und mit dem AlphaImager analysiert. 
Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen der DNA-Stränge, wodurch seine Flu-
oreszenz bei Anregung mit ultraviolettem (UV-) Licht erhöht wird. Die Fluoreszenzin-
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tensität wird unter UV-Exposition detektiert und ist proportional zur Länge der 
Nucleinsäurefragmente sowie zur DNA-Konzentration. Unter idealen Bedingungen ist 
je Geltasche eine einzige Bande detektierbar, die dem dem eingesetzten Primer zugehö-
rigen Amplifikat aus der qRT-PCR entspricht (Mülhardt 2003). 
3.2.3 Proteinanalytik 
Trennung von Kern- und Cytosolprotein (nach Abcam) 
Die Zellen in den Wells wurden 24 h nach Stimulation und nach Absaugen des Medi-
ums auf Eis mit je 300 µl Puffer A versetzt, mit einem Zellschaber vom Boden gelöst 
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Nach einer Inkubation auf Eis für 10 min 
wurden die Proben für 10 min bei 3000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Überstand, 
der dem Cytosolprotein entsprach, wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß 
abpipettiert. Das Pellet wurde in 250 µl Puffer B sowie 17,3 µl NaCl [4,6 M] 
resuspendiert und in einem Precelly-Röhrchen einmalig 5 sec bei 5000 rpm homogeni-
siert. Anschließend wurden die Proben in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und      
30 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation für 20 min bei 24 000 g 
und 4 °C wurde der Überstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und ent-
sprach dem Kernprotein. Die Proben wurden bei -70 °C gelagert. 
Quantifizierung der Proteine mit Pierce BCA Protein Assay Kit  
Die beiden gerauchsfertigen Reaktionslösungen wurden 1:50 angesetzt. In einer 96-
Well Polystyrol Microplatte wurden in jedem Well je 200 µl der Pufferlösung mit je   
10 µl der Probe bzw. 10 µl eines Proteinstandards versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. 
Die Absorption der Proben bzw. der Standards wurde bei 562 nm gemessen. Bei diesem 
Verfahren wird die Biuret-Reaktion genutzt, bei der die in den gebrauchsfertigen Lö-
sungen enthaltenen zweiwertigen Kupferionen (Cu
2+
) in wässrig-alkalischer Lösung 
einen hellblauen Chelatkomplex mit Peptiden bilden, die mindestens drei Aminogrup-
pen enthalten. Durch eine ebenfalls stattfindende Reduktion von zweiwertigen zu ein-
wertigen Kupferionen (Cu
+
) durch die Seitenketten von Proteinen kommt es in einem 
zweiten Schritt zu einer Komplexierung von Cu
+
 durch die in den Reaktionslösungen 
enthaltene Bicinchoninsäure (BCA), wodurch ein violetter, wasserlöslicher BCA/Cu
+
 -
Komplex entsteht. Cu
+
 fungiert hier als Biuret-Verstärker und die Absorptionsmessung 
des BCA/Cu
+
-Komplexes bei 562 nm erhöht somit die Sensitivität um ein 100-faches 
gegenüber der Absorptionsmessung des Biuret-Komplexes bei 545 nm. 
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3.2.3.1 Western Blot 
Nach 24 h Stimulation wurden mit den Überständen und den in Kernprotein und 
Cytosol getrennten Zellen der Linien K4IM und HSE human VEGF (hVEGF)-Western 
Blots durchgeführt. 
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) 
Herstellung der Gele  
Für die Western Blots wurden 12,5 %-ige Polyacrylamid-Trenngele und 4,5 %-ige 
Polyacrylamid-Sammelgele nach folgendem Pipettierschema hergestellt:  
Tabelle 1: Pipettierschema nach Roth (20:1) 
 Trenngel 12,5 % Sammelgel 4,5 % 
Gelpuffer 1 2500 µl  
Gelpuffer 2  2600 µl 
Polyacrylamid 4170 µl 1670 µl 
H2O 3290 µl 5790 µl 
Ammoniumpersulfat (APS) 10 %     60 µl     60 µl 
TEMED     30 µl     30 µl 
 
Das Trenngel wurde in die Gelapparatur gegossen und bis zum Auspolymerisieren mit 
Isopropanol überschichtet, um eine ebene, horizontale Trennungsfläche zwischen Sam-
mel- und Trenngel zu erhalten. Dies gewährleistet ein gleiches Migrationsverhalten der 
zu trennenden Proteine und somit die Entstehung einzelner, klarer Banden. Das 
Isopropanol wurde abgegossen und das Sammelgel zusammen mit einem Taschenkamm 
eingefüllt. 
Vorbereitung der Proben und Gelbeladung 
Die Proben wurden mit einem SDS-Probenpuffer (nach Pierce) versetzt. Dieser hebt 
durch das im Überschuss vorhandene, negativ geladene SDS die Eigenladung der ein-
zelnen Proteine auf. Das im Probenpuffer enthaltene Mercaptoethanol fungiert als Re-
duktionsmittel und löst intramolekulare Cysteinbrücken. Auch das Aufkochen der Pro-
ben für 10 min bei 99 °C dient der Denaturierung. Die Proteine der Proben liegen nach 
derartiger Vorbereitung vollständig denaturiert, linearisiert und von einer Hülle aus ne-
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gativ geladenem SDS umgeben vor. Deren Auftrennung mittels Elektrophorese basiert 
demnach vor allem auf einem unterschiedlichen Molekulargewicht.  
Elektrophorese 
Es wurden 15 µg Protein in einem Gesamtvolumen von 20 µl je Geltasche eingesetzt. 
Zudem wurden je Gel 5 µl Marker (Spectra
TM  
Multicolor Broad Range Protein Ladder, 
Fermentas) eingesetzt sowie ein VEGF-Standard von 1 ng. Die Gele wurden 25 min mit 
einer konstanten Stromstärke von 125 mA laufen gelassen, wodurch eine Auftrennung 
der Proteine nach Molekulargewicht im elektrischen Feld erfolgte. 
Durchführung des Western Blots 
Nach der Elektrophorese erfolgte der Transfer der im Gel aufgetrennten Proteine auf 
eine Immobilon
TM
 Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran, Millipore) in der 
Blot-Kammer (Trans-Blot
®
 SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-RAD). Zu diesem Zweck 
wurde die PVDF-Membran 1 min in Methanol aktiviert und anschließend 15 min in 
Transferpuffer gelegt. Pro Membran wurden drei Whatman-Papiere ebenfalls in Trans-
ferpuffer getränkt und die Blot-Kammer wurde mit Transferpuffer angefeuchtet. Zuun-
terst wurde ein Whatman-Papier geschichtet, darauf die PVDF-Membran, anschließend 
das Gel und zuoberst zwei weitere Whatman-Papiere. Der Transfer erfolgte 40 min mit 
einer konstanten Spannung von 25 V. Die Proteine wurden dabei aus dem Gel auf die 
PVDF-Membran übertragen, welche die Proteine unspezifisch und reversibel über hy-
drophobe und elektrostatische Wechselwirkungen bindet und sie somit einer 
Immunodetektion zugänglich macht. Die Membranen mit den transferierten Proteinen 
wurden nach einem Waschen in aqua dest mit der Blockierungslösung (5 % Milchpul-
ver (MP) und 1 % Bovines Serum Albumin (BSA) in TRIS-Puffer Salin Tween20 
(TBS-T)) 1 h bei RT inkubiert. Die in der Blockierungslösung enthaltenen Proteine bin-
den an die unspezifischen Bindungsstellen auf der PVDF-Membran und vermindern 
somit die falsch positive Detektion der anschließend erfolgenden Antigen-Antikörper-
Reaktionen. Die Membranen wurden mit je 1 ml des Primär-Antikörpers (polyklonaler 
Kaninchen-anti-human VEGF-Antikörper Sc507, 1:400 verdünnt in TBS-T mit          
1% BSA) in Folie eingeschweißt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss er-
folgten drei Waschschritte in TBS-T zu je 10 min auf dem Schüttler und eine Inkubati-
on der Membranen mit je 20 ml des Sekundär-Antikörpers (anti-rabbit HRP (Cell 
Signaling Technology, Boston) 1:20 000 in TBS-T) 1 h bei RT auf dem Schüttler. 
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Immunodetektion 
Die Detektion der Antigen-Antikörper-Reaktion erfolgte mit dem ECL-Kit 
Immobilon
TM
 Western Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore Corporation). Der 
Sekundär-Antikörper, der an den Primär-Antikörper bindet, ist an das Enzym 
horseradish peroxidase (HRP, eine Peroxidase aus Meerrettich) gekoppelt. Diese kataly-
siert die Oxidation ihres mit den gebrauchsfertigen Lösungen zugefügten Substrates 
Luminol durch ebenfalls in den Lösungen enthaltenes Wasserstoffperoxid. Bei dieser 
Reaktion kommt es zum Übergang eines Elektrons eines instabilen Luminol-
Intermediates aus dem angeregten Zustand in einen energetisch tiefer liegenden Zustand 
und zur Emission von Licht, welches detektiert wird. Im Idealfall erfolgt die Chemilu-
mineszenz-Reaktion nur an den Stellen auf der PVDF-Membran, an denen der Primär-
Antikörper spezifisch an das nachzuweisende Antigen und der Sekundär-Antikörper 
spezifisch an den Primär-Antikörper gebunden hat. Die Membranen wurden mit je     
1,5 ml der 1:1 angesetzten gebrauchsfertigen Lösungen für 5 min unter Lichtabschluss 
inkubiert und anschließend in eine Hyperkassette (Amersham Bioscience) überführt. In 
der Dunkelkammer wurden die Proteine durch Exposition eines lichtempfindlichen 
Röntgenfilms gegenüber dem emittierten Licht aus der Chemilumineszenz-Reaktion 
nachgewiesen. Die Expositionsdauer betrug dabei zwischen 30 sec und 10 min.  
Ladekontrolle 
Da es sich bei dem in den Western Blots nachzuweisenden Protein hVEGF um ein se-
zerniertes Protein handelt, entfiel die Ladekontrolle in der Durchführung der Western 
Blots.  
3.2.3.2 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
Nach 24 h Stimulation wurden mit den Überständen und den Kernprotein- sowie 
Cytosol-Proben der Linien K4IM und HSE ELISA durchgeführt. 96-Well ELISA-
Platten mit hoher Proteinbindungsaffinität wurden mit 100 µl je Well eines monoklona-
len anti-hVEGF Fang-Antikörpers (Human VEGF Mab (Clone 26503), Mouse IgG2B, 
R&D Systems, gelöst in PBS für ELISA) beschichtet und mit einer Folie versiegelt über 
Nacht bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Das Ziel dieses Vorgehens ist eine Bindung 
des Fc (fragment crystalline)-Teils des Fang-Antikörpers an die Bindungsstellen auf der 
ELISA-Platte und die Ermöglichung der Bindung eines zugefügten Antigens über die 
freien Fab (fragment antigen binding)-Teile im folgenden zweiten Schritt. Die Platten 
wurden dreimal mit je 300 µl Waschpuffer (0,05 % Tween20 in PBS, pH 7,4) gewa-
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schen, um die überschüssigen Fang-Antikörper von der Platte zu entfernen. Es erfolgte 
eine Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen auf der ELISA-Platte mit 300 µl je 
Well Blockierungspuffer für ELISA (PBS mit 1 % BSA und 5 % D-Glucose) für min-
destens 1 h bei RT auf dem Schüttler. Die Platten wurden erneut dreimal mit 300 µl je 
Well Waschpuffer gewaschen, um die überschüssigen Blockierungsproteine zu entfer-
nen. Anschließend wurden die Proben der Überstände, des Cytosols bzw. des Kernpro-
teins (hier aufgrund eines geringen zur Verfügung stehenden Volumens 25 µl Probe 
gelöst in 75 µl Diluent (PBS mit 1 % BSA)) sowie verschieden konzentrierte hVEGF-
Standards (hVEGF, R&D Systems, gelöst in Diluent) zu 100 µl je Well aufgetragen und 
2 h bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Die Platten wurden dreimal mit 300 µl je Well 
Waschpuffer gewaschen und mit 100 µl je Well eines biotinylierten anti-hVEGF-
Detektions-Antikörpers (Human VEGF 165 Biotinylated Affinity Purified PAb, Goat 
IgG, R&D Systems, gelöst in Diluent) mit einer Folie versiegelt 2 h bei RT auf dem 
Schüttler inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wie oben erwähnt wurden die Platten 
mit 100 µl je Well Streptavidin-HRP (R&D Systems) für 20 min unter Lichtabschluss 
bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Das tetramere Protein Streptavidin ist an HRP ge-
koppelt und hat eine hohe Affinität zu Biotin, wodurch es die HRP über das Biotin an 
den Detektions-Antikörper binden kann. Als Substrat der HRP wurden 100 µl je Well 
3,3`,5,5`-Tetramethylbenzidine (TMB liquid substrate system for ELISA, Sigma-
Aldrich) zugegeben und die Proben 20-30 min bei RT auf dem Schüttler inkubiert. Das 
Enzym HRP hydrolysiert in der stattfindenden Reaktion das in der TMB-Substratlösung 
enthaltene H2O2 zu Sauerstoffradikalen und es kommt zu einer Oxidation von TMB 
sowie zu einer damit verbundenen Blaufärbung des Reaktionsgemisches. Durch Zugabe 
von 50 µl Stopp-Lösung (H2SO4 [1 M]) wird die Reaktion inhibiert. Zur Probenanalyse 
wird die Absorption je Well bei 450 nm unter Subtraktion der Absorption bei einer Re-
ferenzwellenlänge von 540 nm oder 570 nm detektiert. 
3.2.4 Statistische Analyse 
Die Ergebnisse der Western Blot- und ELISA-Versuche wurden mit dem Programm 
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.) bearbeitet und mit 1way ANOVA statis-
tisch ausgewertet. Die Signifikanzniveaus sind mittels Bonferroni-Test korrigiert. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR)  
Um die RNA der Proben aus Überstand, Kern und Cytosol der Zelllinien K4IM und 
HSE zu isolieren und quantitativ zu analysieren, wurden je 350 000 Zellen K4IM/Well 
für 24 h bzw. je 100 000 Zellen HSE/Well für 72 h in 6-Well-Platten im Monolayer 
kultiviert, anschließend in Mangelmedium stimuliert und nach 6 h einer RNA-Isolation 
mit peqGOLD TriFast (peqlab Biotechnologie GmbH) unterzogen. Anschließend er-
folgte ein DNA-Verdau sowie eine cDNA-Synthese mithilfe der Revert Aid Reverse 
Transcriptase TM (Fermentas GmbH). Die synthetisierte cDNA der einzelnen Proben 
wurde als Template für die qRT-PCR benutzt. Unter der Annahme, dass die Revert Aid 
Reverse Transcriptase TM im Rahmen des zugrundeliegenden Versuchsprotokolls die 
in den Proben enthaltene RNA 1:1 in cDNA umgesetzt hat, wurden die einzelnen Pro-
benvolumina für die qRT-PCR aus der Messung der RNA am Spektrophotometer 
Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) errechnet. Es wurde jeweils ein Qiagen-
Primermix zur Amplifikation von VEGF-A bzw. der endogenen Kontrolle 18S verwen-
det. Die Proben konnten nur mit sehr geringen cDNA-Konzentrationen von 35 ng 
cDNA bei K4IM bzw. 60 ng cDNA bei HSE in der qRT-PCR eingesetzt werden. In der 
anschließend durchgeführten Agarose-Gelelektrophorese zeigten sich bei den Proben 
mit VEGF-A als Template lediglich schwach sichtbare Banden kurzer Replikate der 
mutmaßlich entstandenen Primerdimere mit einer Länge von ca. 50 bp anstelle des zu 
erwartenden Amplifikates mit einer Länge von etwa 99 bp. In den Proben mit 18S als 
Template waren Banden des zu erwartenden Amplifikates mit einer Länge von ca.     
149 bp detektierbar. Die CT-Werte der Proben mit 18S als Template lagen trotz regel-
rechter Amplifikation des Templates bei verhältnismäßig hohen Zahlenwerten, was auf 
die geringen Mengen der eingesetzten cDNA je Probe zurückzuführen ist. Die CT-Werte 
der Proben mit VEGF-A als Template, die der Amplifikation von Primerdimeren zuzu-
ordnen sind, wiesen je Probe ebenfalls hohe Zahlenwerte auf. Es ergab sich für die 
K4IM-Proben ein CT-Wert von 24,38 ± 2,85 für 18 S und von 33,70 ± 0,75 für     
VEGF-A. Für die HSE-Zellen lag der CT-Wert bei 21,75 ± 4,10 für 18S und bei 28,64 ± 
2,58 für VEGF-A. Die Schmelzkurvenanalyse stützte die Annahme, dass es sich bei den 
Amplifikaten in den Proben mit VEGF-A als Template um Primerdimere handelte. In 
den K4IM-Proben war für die Trennung der Amplifikatstränge der Proben mit 18S als 
Template im Mittel eine Temperatur von 84,12 °C notwendig, in den Proben mit 
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VEGF-A als Template im Mittel eine Temperatur von 71,56 °C. Ähnliches galt für die 
HSE-Proben mit einer Temperatur von im Mittel 84,12 °C für die Proben mit 18S als 
Template und einer Temperatur von im Mittel 71,26 °C für die Proben mit VEGF-A als 
Template. Aufgrund einer mangelnden Amplifikation des gewünschten VEGF-A-
Templates lassen sich keine Rückschlüsse bezüglich der VEGF-mRNA-Menge in den 
Proben der verschiedenen Zelltypen unter den einzelnen Stimulationen ziehen. 
 
Abb. 6: Agarose-Gelelektrophorese (Negativbild) ausgewählter Proben der qRT-PCR. Ausgewählte 
einzelne Proben aus der qRT-PCR mit einem auffälligen Schmelzkurvenverlauf wurden unter Mitführung 
eines DNA-Markers in einem Agarosegel aufgetrennt. Die qRT-PCR-Ansätze mit 18S-rRNA als Templa-
te in der linken Bildhälfte weisen Banden bei etwa 149 bp auf, was der Länge des eingesetzten 18S-
Primers entspricht und auf eine regelrechte Amplifikation dieses Templates hindeutet. Die Ansätze mit 
VEGF-A als Template in der rechten Bildhälfte dagegen weisen vor allem Banden auf, die deutlich unter 
der Länge des eingesetzten Templates von 99 bp liegen. Es ist von einer Bildung von Primerdimeren 
auszugehen, einer aufgrund einer zu geringen vorhandenen Menge des Templates stattgefundenen unvoll-
ständigen Amplifikation komplementärer Primer. 
 
4.2 Western Blot 
Um die VEGF-Konzentration der Proben aus Überstand, Kern und Cytosol der Zellli-
nien K4IM und HSE zu untersuchen und zu vergleichen, wurden VEGF-Western Blots 
durchgeführt. Hierzu wurden je 350 000 Zellen K4IM/Well für 24 h bzw. je               
100 000 Zellen HSE/Well für 72 h in 6-Well-Platten im Monolayer kultiviert, anschlie-
ßend in Mangelmedium stimuliert und nach 24 h der Überstand abgenommen bzw. die 
Zellen einer Kern-Cytosol-Trennung nach dem Protokoll von Abcam unterzogen. Die 
Zellen derjenigen Proben, die sowohl mit Sulforaphan (SFN) als auch mit TNFα behan-
delt wurden, wurden vor der Stimulation mit TNFα 30 min lang mit SFN präinkubiert. 
Je Geltasche wurden 15 µg Gesamtprotein in einem Probenvolumen von 20 µl einge-
setzt und es wurde je Gel ein VEGF-Standard von 1 ng/Geltasche mitgeführt. Es wurde 
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als Positivkontrolle diejenige Konzentration an Bipyridyl eingesetzt, bei der zuvor im 
ELISA für die entsprechende Zelllinie die höchste VEGF-Konzentration gemessen 
worden war. Als Primär-Antikörper diente anti-VEGF rabbit IgG (sc-507, Santa Cruz 
Biotechnology), als Sekundär-Antikörper anti-rabbit goat IgG HRP-linked antibody 
(Cell Signaling Technology). Da es sich bei VEGF um ein sezerniertes Protein handelt, 
stand keine Ladekontrolle zur Verfügung, über welche die gleichmäßige Beladung der 
Geltaschen und somit die direkte Vergleichbarkeit der Proben hätte gewährleistet wer-
den können. Es wurden zahlreiche Vorversuche durchgeführt, um u.a. eine optimale 
Zusammensetzung der Blockierungslösung sowie die optimale Inkubationszeit mit dem 
Primär-Antikörper zu ermitteln. Trotz verschiedener Modulationen des sonst etablierten 
Verfahrens gelang keine befriedigende Darstellung Artefakt-freier Proteinbanden. Eine 
Blockierungslösung aus 5 % MP und 1 % BSA in TBS-T und eine Inkubation mit dem 
Primär-Antikörper über Nacht bei 4 °C erwiesen sich im Vergleich zu den Alternativen 
als geeigneteste Durchführungsparameter. Die Analyse Banden-ähnlicher Formationen 
erfolgte mittels Immunodetektion und anschließender Dichtemessung unter Verwen-
dung des Programms Quantity One (BioRad Laboratories GmbH). Die Stärke des de-
tektierten Signals ist dabei proportional zur Menge des nachzuweisenden Proteins in der 
Bande und ermöglicht über einen Vergleich mit dem mitgeführten Standard unter Be-
rücksichtigung des eingesetzten Probenvolumens einen Rückschluss auf die Konzentra-
tion des Proteins in der Probe. Zudem ist eine Ermittlung der Relation der Konzentrati-
on des nachzuweisenden Proteins zu der Gesamtproteinkonzentration jeder Probe über 
die im Vorhinein durchgeführte Gesamtproteinbestimmung mit dem Pierce BCA Prote-
in Assay Kit (Thermo Fischer Scientific) möglich. In den Kern- und Cytosol-Proben 
konnte mittels Western Blot kein VEGF nachgewiesen werden. Auf eine Darstellung 
der entsprechenden Abbildungen wurde daher verzichtet. In den Proben der Überstände 
war es lediglich in einer einzigen HSE-Probe bzw. in zwei K4IM-Proben möglich, 
überhaupt Banden-ähnliche Formationen sichtbar zu machen. Die geringe Fallzahl er-
laubt allerdings keine reliable Analyse der Ergebnisse. Zusätzlich zur mangelhaften 
Qualität und geringen Fallzahl der Western Blots wurde durch eine vorausgegangene 
Durchführung von VEGF-ELISA mit denselben Proben jegliche Interpretationswürdig-
keit der Analyse der Proteindichte der detektierten Banden entkräftet. Die nachfolgen-
den Abbildungen dienen der Vermittlung eines Eindruckes der geschilderten Problema-
tik. 
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A) K4IM 
 
B) HSE 
 
C) K4IM     D) HSE    
 
  
4 Ergebnisse 
 
57 
 
Abb. 2: VEGF im Überstand in Abhängigkeit von der Stimulation. Die Geltaschen wurden mit je    
15 µg Gesamtprotein der Überstände von K4IM- bzw. HSE-Proben nach 24 h Stimulation beladen und 
mithilfe des Primär-Antikörpers anti-VEGF rabbit IgG (sc-507, Santa Cruz Biotechnology) sowie des 
Sekundär-Antikörpers anti-rabbit goat IgG HRP-linked antibody (Cell Signaling Technology) detektiert. 
Die densitometrische Analyse erfolgte mit Quantity One (BioRad Laboratories GmbH). A) VEGF im 
Überstand der K4IM-Proben. B) VEGF im Überstand der HSE-Proben. C) Relativer Quotient aus VEGF-
Konzentration und Gesamtproteinkonzentration im Überstand der K4IM-Proben. D)  Relativer Quotient 
aus VEGF-Konzentration und Gesamtproteinkonzentration im Überstand der HSE-Proben.  
 
Vor dem Hintergrund der ebenfalls durchgeführten, wesentlich sensitiveren ELISA-
Versuche und der nicht hinreichenden Fallzahl ist keine Interpretation der dargestellten 
Western Blot-Ergebnisse möglich. In Abb. 2 deutet bereits die geringere VEGF-
Expression der Positivkontrolle gegenüber der unstimulierten Kontrolle die mangelhafte 
Qualität der Western Blots an. 
4.3 ELISA 
Zur genauen quantitativen Analyse der VEGF-Konzentration der einzelnen Proben 
wurden dieselben Proben beider Zelllinien verwendet, mit denen auch die Western Blots 
durchgeführt wurden. Es wurden jeweils sechs Proben der Überstände, des Kernproteins 
und des Cytosolproteins beider Zelllinien auf ihre VEGF-Konzentration hin untersucht. 
Da sich aufgrund einer erschwerten Kultivierung der HSE-Zellen im Monolayer in den 
6-Well-Platten die ausgesäten Zellzahlen sowie die Kultivierungsdauer der HSE- ge-
genüber den K4IM-Zellen deutlich unterschieden, waren die Angaben einer absoluten 
VEGF-Konzentration je Probe im direkten Vergleich der Zelllinien nicht aussagekräftig 
und somit letztendlich auch nicht vergleichbar, weshalb die VEGF-Konzentration jeder 
Probe in Relation zur Gesamtproteinkonzentration des jeweiligen Zellkompartimentes 
bzw. des Überstandes gesetzt wurde, welche im Vorhinein mit dem Pierce BCA Protein 
Assay Kit (Thermo Fischer Scientific) bestimmt worden war. Unter der Annahme, dass 
alle Wells einer Zelllinie eine etwa gleich große Anzahl an Zellen enthielten und die 
Zellen einer Zelllinie eine qualitativ und quantitativ vergleichbare basale Proteinsynthe-
se sowie VEGF-Expression aufwiesen, waren über die Relation der VEGF-
Konzentration zu der Gesamtproteinkonzentration des Kompartimentes bzw. des Über-
standes Veränderungen der VEGF-Konzentration bedingt durch unterschiedliche Stimu-
lation der Zellen analysierbar. Die in den Graphen dargestellten Signifikanzniveaus ent-
sprechen der allgemeinen Darstellungsübereinkunft (* = p < 0,05; ** = p < 0,01;       
*** = p < 0,001). 
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4.3.1 VEGF im Kern  
A) K4IM      B) HSE 
  
Abb. 3: Relativer Quotient aus der VEGF-Konzentration und der Gesamtproteinkonzentration im 
Kern von K4IM- bzw. HSE-Zellen in Abhängigkeit von der Stimulation. Nach Stimulation für 24 h 
wurde eine Trennung von Kern- und Cytosolprotein (nach Abcam) durchgeführt. Es wurden je 25 µl 
Probe gelöst in 75 µl Diluent eingesetzt und mithilfe eines biotinylierten anti-hVEGF-Detektions-
Antikörpers (Human VEGF 165 Biotinylated Affinity Purified PAb, Goat IgG, R&D Systems, gelöst in 
Diluent) sowie Streptavidin-HRP (R&D Systems) und 3,3`,5,5`-Tetramethylbenzidine (TMB liquid sub-
strate system for ELISA, Sigma-Aldrich) VEGF in den Proben bestimmt. A) Relativer Quotient aus 
VEGF-Konzentration und Gesamtproteinkonzentration im Kern der K4IM-Proben. B) Relativer Quotient 
aus VEGF-Konzentration und Gesamtproteinkonzentration im Kern der HSE-Proben. 
Abbildung 3A) stellt den Quotienten aus der VEGF-Konzentration und der Gesamtpro-
teinkonzentration im Kern von K4IM-Zellen in Relation zu der unstimulierten Kontrolle 
und in Abhängigkeit von der Stimulation der Zellen dar. Es bestanden keine signifikan-
ten Unterschiede in der VEGF-Expression zwischen der unstimulierten Kontrolle und 
den mit TNFα und/oder SFN stimulierten Proben. Alle genannten Proben inklusive der 
Kontrolle wiesen einen prozentualen Anteil der VEGF-Konzentration an der Gesamt-
proteinkonzentration des Kerns von 7,68e-006 % ± 7,54e-007 % auf, was unter Beach-
tung mutmaßlicher Reinheitseinschränkungen bei der Kern-Cytosol-Trennung als Feh-
len eines VEGF-Nachweises im Kern von K4IM-Zellen gewertet werden kann. Konta-
minationen durch eine nicht gänzlich reine Kern-Cytosol-Trennung fallen umso stärker 
ins Gewicht, je geringer der VEGF-Anteil und/oder die Gesamtproteinkonzentration ist. 
Somit ist die Analyse der Kernproteine vor diesem Hintergrund besonders kritisch zu 
betrachten. Die z.T. signifikanten Unterschiede des VEGF-Anteils bei Stimulation mit 
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verschiedenen Bipyridyl-Konzentrationen waren zum Einen inkonsistent, da keine sig-
nifikanten Unterschiede des VEGF-Anteils zwischen den einzelnen Bipyridyl-
Konzentrationen nachweisbar waren, zum Anderen aufgrund des sehr geringen prozen-
tualen Anteils der VEGF-Konzentration in den Bipyridyl-Proben von 5,60e-006 % ± 
1,47e-006 % zu vernachlässigen. Die in Abbildung 3B) dargestellten Ergebnisse einer 
analogen Versuchsdurchführung für die Zelllinie HSE wiesen ähnliche Charakteristika 
auf. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Anteil der VEGF-
Konzentration in der unstimulierten Kontrolle und den Proben nach SFN- und/oder 
TNFα-Stimulation. Auch hier war der prozentuale Anteil der VEGF-Konzentration an 
der Gesamtproteinkonzentration im Kern mit 1,50e-005 % ± 6,84e-006 % sehr gering. 
Die signifikanten Unterschiede der VEGF-Expression in den Bipyridyl-Proben gegen-
über der unstimulierten Kontrolle waren aufgrund des geringen prozentualen Anteils der 
VEGF-Konzentration an der Gesamtproteinkonzentration im Kern von 1,18e-005 % ± 
5,73e-006 % und einer mutmaßlich nicht gänzlich reinen Kern-Cytosol-Trennung ver-
nachlässigbar. Vereinbar mit der Tatsache, dass es sich bei VEGF um ein sezerniertes 
Protein handelt, konnte VEGF unter den verschiedenen Stimulationen inklusive Stimu-
lationen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Sulforaphan weder im Kern der 
K4IM-Zellen noch im Kern der HSE-Zellen nachgewiesen werden. 
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4.3.2 VEGF im Cytosol 
A) K4IM      B) HSE 
 
Abb. 4: Relativer Quotient aus der VEGF-Konzentration und der Gesamtproteinkonzentration im 
Cytosol von K4IM- bzw. HSE-Zellen in Abhängigkeit von der Stimulation. Nach Stimulation für 24 h 
wurde eine Trennung von Kern- und Cytosolprotein (nach Abcam) durchgeführt. Es wurden je 100 µl 
Probe eingesetzt und mithilfe eines biotinylierten anti-hVEGF-Detektions-Antikörpers (Human VEGF 
165 Biotinylated Affinity Purified PAb, Goat IgG, R&D Systems, gelöst in Diluent) sowie Streptavidin-
HRP (R&D Systems) und 3,3`,5,5`-Tetramethylbenzidine (TMB liquid substrate system for ELISA, Sig-
ma-Aldrich) VEGF in den Proben bestimmt. A) Relativer Quotient aus VEGF-Konzentration und Ge-
samtproteinkonzentration im Cytosol der K4IM-Proben. B) Relativer Quotient aus VEGF-Konzentration 
und Gesamtproteinkonzentration im Cytosol der HSE-Proben. 
 
Abbildung 4A) stellt den Quotienten aus der VEGF-Konzentration und der Gesamtpro-
teinkonzentration im Cytosol von K4IM-Zellen in Relation zu der unstimulierten Kon-
trolle und in Abhängigkeit von der Stimulation der Zellen dar. Abgesehen von den Sti-
mulationen mit Bipyridyl [1000 µM] sowie Bipyridyl [500 µM] lag der Anteil der 
VEGF-Konzentration an der Gesamtproteinkonzentration im Cytosol bei 2,55e-005 % ± 
6,06e-006 %. Unter Stimulation mit Bipyridyl [1000 µM] lag der VEGF-Anteil signifi-
kant höher bei 4,50e-005 % ± 2,07e-005 % (p < 0,05) und unter Stimulation mit 
Bipyridyl [500 µM] bei 4,12e-005 % ± 1,81e-005 %. Damit war der Quotient im Mittel 
bei einer Stimulation mit Bipyridyl [1000 µM] 1,72-mal höher und bei einer Stimulation 
mit Bipyridyl [500 µM] 1,57-mal höher gegenüber der unstimulierten Kontrolle. Es ist 
zu vermuten, dass in den genannten Proben eine Induktion der VEGF-Expression über 
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eine Aktivierung von HIF-1α erfolgt ist, welche zu einer erhöhten VEGF-
Proteinsynthese geführt hat. Möglicherweise war die Dauer der erhöhten VEGF-
Synthese zusätzlich gegenüber den geringeren Bipyridyl-Konzentrationen verlängert, 
weshalb ein größerer Anteil des VEGF noch nicht sezerniert worden war, sondern sich 
noch im Cytosol befand und dort nachgewiesen werden konnte. Die Abbildung 4B) 
zeigt die Ergebnisse einer analogen Versuchsdurchführung mit HSE-Zellen. Es waren 
keine signifikanten Unterschiede des Quotienten aus der VEGF-Konzentration und der 
Gesamtproteinkonzentration im Cytosol zwischen den verschiedenen Stimulationen 
nachweisbar. Der VEGF-Anteil lag bei 1,57e-005 % ± 1,20e-005 % (ausgenommen 
waren die Proben aus der Stimulation mit Bipyridyl [50 µM] aufgrund der hohen Stan-
dardabweichung). Sowohl die Kontrolle als auch die Proben, welche mit TNFα 
und/oder SFN stimuliert wurden, wiesen bei den K4IM-Zellen einen im Mittel 3,12-mal 
höheren Quotienten aus der VEGF-Konzentration und der Gesamtproteinkonzentration 
im Cytosol auf als bei den HSE-Zellen. Unter der Stimulation mit Bipyridyl [1000 µM] 
war der Quotient bei den K4IM-Zellen im Mittel 7,15-mal höher als bei den HSE-
Zellen und unter Stimulation mit Bipyridyl [500 µM] im Mittel 6,41-mal höher. Die 
K4IM-Zellen wiesen durchweg gegenüber den HSE-Zellen einen höheren VEGF-Anteil 
am Gesamtprotein im Cytosol auf und zeigten als Antwort auf hohe Konzentrationen 
von Bipyridyl im Gegensatz zu den HSE-Zellen einen deutlichen Anstieg des VEGF-
Anteils. Bei den HSE-Zellen waren keine Stimulations-abhängigen Veränderungen des 
VEGF-Anteils nachweisbar. Es war kein Einfluss von Sulforaphan in den untersuchten 
Konzentrationen auf den VEGF-Anteil am Gesamtprotein des Cytosols erkennbar. 
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4.3.3 VEGF im Überstand 
A) K4IM      B) HSE 
  
Abb. 5: Relativer Quotient aus der VEGF-Konzentration und der Gesamtproteinkonzentration im 
Überstand von K4IM- bzw. HSE-Zellen in Abhängigkeit von der Stimulation. Nach Stimulation für 
24 h wurden je 100 µl des Überstandes der Probe eingesetzt und mithilfe eines biotinylierten anti-
hVEGF-Detektions-Antikörpers (Human VEGF 165 Biotinylated Affinity Purified PAb, Goat IgG, R&D 
Systems, gelöst in Diluent) sowie Streptavidin-HRP (R&D Systems) und 3,3`,5,5`-Tetramethylbenzidine 
(TMB liquid substrate system for ELISA, Sigma-Aldrich) VEGF in den Proben bestimmt. A) Relativer 
Quotient aus VEGF-Konzentration und Gesamtproteinkonzentration im Überstand der K4IM-Proben.     
B) Relativer Quotient aus VEGF-Konzentration und Gesamtproteinkonzentration im Überstand der HSE-
Proben. 
Abbildung. 5A) stellt den Quotienten aus der VEGF-Konzentration und der Gesamtpro-
teinkonzentration im Überstand von K4IM-Zellen in Relation zu der unstimulierten 
Kontrolle und in Abhängigkeit von der Stimulation der Zellen dar. Eine Stimulation der 
Zellen mit TNFα [100 ng/ml] alleine oder nach Präinkubation mit SFN [1 µM] bzw. 
SFN [2,5 µM] bewirkte keine signifikante Veränderung des Quotienten aus der VEGF-
Konzentration im Überstand und der Gesamtproteinkonzentration im Überstand gegen-
über der unstimulierten Kontrolle. Der VEGF-Anteil lag bei 2,51e-005 % ±           
4,00e-006 %. Sowohl die Präinkubation mit SFN [5 µM] als auch die alleinige Stimula-
tion mit SFN [5 µM] resultierte in einem VEGF-Anteil von 4,67e-005 % ± 1,26e-005 % 
und gab damit Hinweis auf eine Dosis-abhängige Zunahme des VEGF-Anteils unter 
dem Einfluss von SFN. Im Mittel führte eine Behandlung der Zellen mit SFN [5 µM] zu 
einem 1,63-mal höheren Quotienten gegenüber der Kontrolle. Unter Stimulation mit 
verschiedenen Konzentrationen von Bipyridyl blieb der VEGF-Anteil jeweils etwa 
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gleich bei 6,60e-005 % ± 2,79e-005 %. Gegenüber der unstimulierten Kontrolle war der 
VEGF-Anteil bei den eingesetzten Bipyridyl-Konzentrationen mit Ausnahme der Sti-
mulation mit Bipyridyl [100 µM] im Mittel 2,31-mal höher und damit signifikant höher 
(p < 0,05). Die mit Bipyridyl erreichbare Erhöhung des Quotienten war im Mittel    
1,41-mal so groß wie die durch SFN [5 µM] erreichbare. Die in Abbildung 5B) darge-
stellten Ergebnisse der Stimulation der HSE-Zellen waren ebenfalls nicht signifikant 
bezüglich der Veränderungen des VEGF-Anteils bei Stimulation der Zellen mit TNFα 
und/oder SFN. Es war allerdings mit einer Dosis-abhängigen Zunahme des VEGF-
Anteils unter Stimulation mit SFN eine ähnliche Tendenz wie bei den K4IM-Zellen zu 
beobachten. Eine Stimulation mit TNFα [100 ng/ml] erbrachte einen VEGF-Anteil von 
2,66e-005 % ± 3,57e-006 % und somit einen im Mittel 1,94-mal höheren Quotienten 
aus der VEGF-Konzentration im Überstand und der Gesamtproteinkonzentration im 
Überstand gegenüber der unstimulierten Kontrolle. Unter Präinkubation mit SFN         
[1 µM] stieg der VEGF-Anteil weiter auf 3,63e-005 % ± 7,22e-006 % an und der Quo-
tient war im Mittel gegenüber der unstimulierten Kontrolle 2,65-mal höher. Der höchste 
Quotient unter Stimulation mit TNFα und/oder SFN zeigte sich bei den mit SFN       
[2,5 µM] stimulierten Proben. Der VEGF-Anteil lag bei 3,87e-005 % ± 9,23e-006 % 
und der Quotient war im Mittel 2,82-mal höher als bei der unstimulierten Kontrolle. 
Unter der Präinkubation mit einer höheren SFN-Konzentration von [5 µM] sank der 
VEGF-Anteil am Gesamtprotein wieder ab. Eine alleinige Stimulation mit SFN [5 µM] 
zeigte einen ähnlichen Quotienten wie die unstimulierte Kontrolle. Unter Stimulation 
mit den verschiedenen Bipyridyl-Konzentrationen kam es zu einem Anteil der VEGF-
Konzentration im Überstand an der Gesamtproteinkonzentration im Überstand von 
5,99e-005 % ± 2,74e-005 %. Der Quotient war im Mittel 4,36-mal höher als der Quoti-
ent der unstimulierten Kontrolle. Außer bei der Stimulation mit Bipyridyl [500 µM] war 
der VEGF-Anteil an der Gesamtproteinkonzentration im Überstand in allen Bipyridyl-
Proben gegenüber der unstimulierten Kontrolle hoch signifikant (p < 0,001). 
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5 Diskussion  
5.1 Effekte von Sulforaphan auf die Angiogenese  
Der Großteil der Effekte von Sulforaphan wird über eine Aktivierung von Nrf-2 
und/oder eine Inhibition von NF-κB vermittelt. Die anti-angiogenen Effekte von 
Sulforaphan über eine Inhibition von NF-κB und von seinem Inhibitor IκB sind in der 
Literatur für verschiedene Schritte der Angiogenese beschrieben. Die Hypoxie-
induzierte Expression von VEGF-mRNA und HIF-1α wurde unter dem Einfluss von 
Sulforaphan Dosis- und Zeit-abhängig reduziert und sein anti-inflammatorischer Effekt 
hatte eine Intervention in verschiedene pro-inflammatorische Mediatorwirkungen zur 
Folge, die sekundär zu einer Verringerung pro-angiogener Faktoren führten (Bertl et al. 
2006, Cheung & Kong 2010). Zudem wurden eine Inhibition der MMP-Aktivität und 
der Migration, Differenzierung und Tubulusformation von Endothelzellen sowie eine 
Apoptose-Induktion in Endothelzellen beschrieben (Bertl et al. 2006). Vor diesem Hin-
tergrund wurden die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche unter der Hypothese 
durchgeführt, dass Sulforaphan Dosis-abhängig die VEGF-Expression bzw. die Menge 
an sezerniertem VEGF in K4IM- und HSE-Zellen reduziert. Die K4IM-Zellen repräsen-
tierten dabei immortalisierte Synovialozyten eines gesunden Probanden und konnten 
bezüglich ihres Genotyps und Phänotyps als nicht-transformiert bezeichnet werden, 
wohingegen die HSE-Zellen als immortalisierte Synovialozyten eines RA-Patienten ein 
in vitro-Modell der RA darstellten und aufgrund ihrer Alterationen in der Genexpressi-
on und Proteinsynthese als transformiert angesehen werden konnten. Das Ziel der Ver-
suchsdurchführung war ein experimenteller Beitrag zur Unterstützung der Annahme, 
dass Sulforaphan als potentielles anti-angiogenes bzw. anti-VEGF-wirksames Thera-
peutikum im Rahmen der RA zum Einsatz kommen und die Progression der Erkran-
kung sowie die bestehenden lebensbedrohlichen Komorbiditäten über eine Inhibition 
der Angiogenese verzögern oder sogar aufheben könnte. Die aufgestellte Hypothese ließ 
sich durch den Versuchsaufbau nicht bestätigen. Es wurde im Gegenteil eine Dosis-
abhängig erhöhte VEGF-Konzentration im Überstand der K4IM-Zellen unter 
Sulforaphan [5 µM] auf das im Mittel 1,63-fache der unstimulierten Kontrolle und im 
Überstand der HSE-Zellen unter Sulforaphan [2,5 µM] auf das im Mittel 2,82-fache der 
unstimulierten Kontrolle nachgewiesen. Die beiden Zelllinien zeigten eine grundsätzlich 
unterschiedliche Stimulierbarkeit. Die K4IM-Zellen zeigten gegenüber der 
unstimulierten Kontrolle einen im Mittel 2,31-mal höheren und damit signifikant höhe-
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ren (p < 0,05) VEGF-Anteil an der Gesamtproteinkonzentration im Überstand bei den 
eingesetzten Bipyridyl-Konzentrationen als Positivkontrolle mit Ausnahme der Stimula-
tion mit Bipyridyl [100 µM]. Der entsprechende VEGF-Anteil bei den HSE-Zellen war 
im Mittel 4,36-mal höher als der Anteil der unstimulierten Kontrolle. Somit waren die 
HSE-Zellen gegenüber den K4IM-Zellen im Mittel 1,89-mal stärker mit Bipyridyl zu 
einer VEGF-Sekretion stimulierbar. Die stärkere Stimulierbarkeit der HSE-Zellen spie-
gelte sich auch in der Stimulation mit TNFα und Sulforaphan wider. Die K4IM-Zellen 
zeigten keine erhöhte VEGF-Sekretion unter Stimulation mit TNFα alleine und zeigten 
lediglich einen im Mittel 1,63-mal höheren VEGF-Anteil am Gesamtproteingehalt im 
Überstand unter Präinkubation mit Sulforaphan [5 µM]. Dagegen wiesen die HSE-
Zellen bereits bei Stimulation mit TNFα alleine eine im Mittel 1,94-mal höhere VEGF-
Sekretion gegenüber der unstimulierten Kontrolle auf, welche unter Präinkubation mit 
Sulforaphan [2,5 µM] weiter auf ein 2,82-faches anstieg. Bei den HSE-Zellen war zum 
Einen die maximale Stimulierbarkeit mit Sulforaphan größer (2,82-fach gegenüber 
1,63-fach), zum Anderen die dafür benötigte Sulforaphan-Konzentration geringer    
([2,5 µM] gegenüber [5 µM]). Die beiden Zelllinien reagierten also nicht mit einer Inhi-
bition der VEGF-Sekretion auf Sulforaphan, wie es durch eine Inhibition von NF-κB zu 
erwarten wäre. Es sind zu Fragestellungen einer Zelltyp-spezifischen Regulation der 
Gen-Expression unter Sulforaphaneinfluss zahlreiche ambivalente Ergebnisse publi-
ziert, die z.B. eine stärkere Erhöhung von Phase II-Enzymen via Nrf-2-Aktivierung un-
ter dem Einfluss von Isothiocyanaten (ITC) in nicht-transformierten Zellen gegenüber 
transformierten Zellen beschreiben. In transformierten Zellen seien bereits basal höhere 
Konzentrationen von Nrf2 nachweisbar, die unter Stimulation mit z.B. ITC nur noch 
geringe Erhöhungen erfahren würden. Sie dienten dem Schutz der Zellen vor 
oxidativem Stress und machten somit einen Teil von deren Resistenz gegenüber 
cytotoxischen Einflüssen aus (McMahon et al. 2003, McWalter et al. 2004). Es wurde 
eine höhere Sensibilität transformierter Zellen gegenüber ITC suggeriert, welche durch 
eine erhöhte intrazelluläre basale ROS-Konzentration mit Bedeutung für verschiedene 
Signalwege in den transformierten Zellen begründet sei, die durch die Induktion von 
ROS-reduzierenden Enzymen mittels der ITC gestört würde. Andererseits bewirke die  
ITC-induzierte, Mitochondrien-vermittelte ROS-Bildung in höheren Konzentrationen 
eine erhöhte Sensibilisierung gegenüber einer TNFα-induzierten Apoptose bzw. eine 
direkte Apoptose-Induktion besonders in transformierten Zellen. Möglicherweise seien 
nicht-transformierte Zellen resistenter gegenüber einer ITC-induzierten ROS-Bildung 
und Sulforaphan besitze eine gewisse Selektivität gegenüber transformierten Zellen 
5 Diskussion 
 
66 
 
(Myzak & Dashwood 2006, Antosiewicz et al. 2008). Die Beobachtung einer entspre-
chenden Selektivität bezüglich des Zelltyps zeigte auch die Histon-Deacetylase-
Wirkung von Sulforaphan. Lediglich transformierte Zellen reagierten mit Differenzie-
rung, Zellzyklusarrest oder Apoptose auf eine erhöhte globale Acetylierung, nicht aber 
nicht-transformierte Zellen (Ho et al. 2009). Die Wirkungen von Sulforaphan auf Zellen 
scheinen stark abhängig von der Zelllinie sowie von der Konzentration und Inkubati-
onszeit von Sulforaphan zu sein (Gasper et al. 2007, Myzak & Dashwood 2006, 
Antosiewicz et al. 2009, Ho et al. 2009, Ahn et al. 2010). Ein Vergleich der absoluten 
basalen sowie induzierbaren VEGF-Sekretion von K4IM- und HSE-Zellen ist aufgrund 
der unterschiedlich ausgesäten Zellzahlen nicht möglich und folglich lässt sich keine 
Aussage bezüglich einer möglichen primär gesteigerten VEGF-Synthese bedingt durch 
den transformierten Phänotyp der HSE-Zellen treffen. Alle Versuchsergebnisse be-
schreiben lediglich den Anteil von VEGF an der Gesamtproteinkonzentration des jewei-
ligen Zellkompartimentes bzw. des Überstandes, ohne die absolute VEGF-Synthese 
bzw. -Sekretion pro Zelle zu erfassen.  
5.2 Einfluss der HO-1-Induktion durch Sulforaphan auf die 
Angiogenese  
5.2.1 Hämoxygenase-1 (HO-1) als VEGF-Induktor  
Ende 2010 erschienen einige voneinander unabhängige Publikationen, die eine Indukti-
on der VEGF-Expression durch die Hämoxygenase-1 beschrieben. Zeng et al. 
transfizierten mesenchymale Stammzellen mit HO-1 und transduzierten diese eine 
Stunde nach Infarzierung in das Myokardgewebe von Ratten. Es konnten anschließend 
eine erhöhte Expression von VEGF, SDF-1 und FGF-2 sowie eine Mobilisierung von 
vaskulären Stammzellen aus dem Knochenmark und eine erhöhte Gefäßdichte gemes-
sen werden. Es wurde postuliert, dass die VEGF-Induktion unter Vermittlung von Koh-
lenstoffmonoxid (CO) eingetreten war (Zeng et al. 2010). Lin et al. beobachteten eine 
erhöhte VEGF-Expression unter Transfektion von primären Kardiomyocyten aus Ratten 
sowie H9C2-Myocyten mit HO-1. Ein ähnlicher Effekt ließ sich über die Exposition der 
Zellen gegenüber CO bzw. CO-freisetzenden Substanzen wie dem 
Tricarbonyldichlororuthenium(II)-Dimer (CORM2 = carbon monoxide-releasing 
molecule 2) erzielen. Dabei schien der Transkriptionsfaktor specificity protein 1 (Sp1) 
die VEGF-Expression über eine Aktivierung der Kinasen p38 und extracellular signal-
regulated kinase (ERK) vermittelt zu haben (Lin et al. 2010). Desweiteren untersuchten 
Miyake et al. den Zusammenhang zwischen dem humanen Urothelkarzinom der Harn-
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blase und HO-1 und fanden eine Korrelation einer erhöhten HO-1-Expression mit einer 
erhöhten Expression von HIF-1α sowie einer erhöhten Gefäßdichte, nicht aber mit einer 
erhöhten VEGF-Expression (Miyake et al. 2010). Andere Arbeitsgruppen konnten eine 
von einer HO-1-Überexpression abhängige Erhöhung der VEGF-Expression in 
Endothelzellen sowie vaskulären glatten Muskelzellen nachweisen (Lin et al. 2010). 
5.2.2 Regulation und Effekte der Hämoxygenase-1 (HO-1) 
Die HO ist ein ubiquitäres, evolutionär hoch konserviertes Enzym, welches in Bakteri-
en, Algen, Pflanzen, Pilzen, Insekten, Säugetieren und damit auch dem Menschen zu 
finden ist und die Häm-Degradation katalysiert. Häm stellt die prosthetische Gruppe in 
Molekülen wie Hämoglobin, Myoglobin, Peroxidasen oder Enzymen der Atmungskette 
dar und enthält im Zentrum ein zweiwertiges Eisen-Ion (Fe
2+
). Die HO degradiert das 
Häm unter NADPH-Verbrauch zu äquimolaren Mengen an CO, Biliverdin und freiem 
Eisen. Die Biliverdin-Reduktase metabolisiert das Biliverdin anschließend weiter zu 
Bilirubin (Loboda et al. 2008, Ryter & Choi 2009, Gozzelino et al. 2010). Die HO exis-
tiert in zwei Isoformen, der durch eine große Anzahl verschiedenartiger Stimuli (u.a. 
Häm, Schwermetalle, Wachstumsfaktoren wie VEGF oder SDF-1, Cytokine, Hormone, 
Hypoxie, Hyperoxie, CO, Oxidantien, Thiol-reaktive Substanzen wie Sulforaphan) 
induzierbaren HO-1 (32 kDa) und der konstitutiv exprimierten HO-2 (36 kDa), welche 
von zwei unterschiedlichen Genen kodiert werden. Die HO-1 stellt somit nicht nur das 
einzige bekannte Enzym dar, das in der Lage ist, das reaktive Eisen-Ion aus den oben 
genannten Molekülen zu extrahieren und zu neutralisieren, sondern ist auch als 
induzierbares, anti-oxidatives und somit cytoprotektives Stressprotein zu betrachten. 
Oxidativer Stress kann zu einer vermehrten Freisetzung und durch seine Lipophilie zu 
intrazellulärer Akkumulation von Häm führen und dies wiederum eine Bildung von 
zellschädigenden ROS bewirken, was durch eine Stress-induzierte Expression der HO-1 
verhindert wird. Die konstitutiv exprimierte HO-2 steht insofern mit der HO-1-
Expression im Zusammenhang, als dass eine reduzierte HO-2-Expression in einer eben-
falls reduzierten HO-1-Expression resultiert. Die HO-1 ist insgesamt an der Regulation 
verschiedener zellulärer Prozesse wie des oxidativen Stresses, der Inflammation, der 
Apoptose, der Proliferation, der Fibrose und auch der Angiogenese und Vasculogenese 
beteiligt. Viele Tumoren weisen eine erhöhte HO-1-Expression auf. Es ist ein 
Microsatelliten-Dinucleotid-Längen-Polymorphismus von GT-Wiederholungen im pro-
ximalen Promoter des HO-1-Gens beschrieben, der bei einer Anzahl der GT-
Wiederholungen > 30 und einer konsekutiv geringeren, nicht induzierbaren HO-1-
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Expression mit einer Aggravation, bei einer Anzahl < 25 und einer konsekutiv höheren, 
induzierbaren HO-1-Expression dagegen mit einer Protektion gegenüber verschiedenen 
Pathologien wie z.B. der RA assoziiert sein soll. Zudem scheinen verschiedene Molekü-
le mit cytoprotektiven Wirkungen gegen autoimmun-vermittelte Krankheitsprozesse 
ihre Wirkungen über eine Induktion der HO-1 zu vermitteln. Die Beeinflussung der 
Angiogenese entdeckten als erste Abraham et al. über eine erhöhte 
Endothelzellproliferation unter HO-1-Überexpression. Die pro-angiogenen Effekte der 
HO-1 unter normoxischen wie hypoxischen Bedingungen wie die Induktion der VEGF-
Expression sowie die Inhibition der Synthese anti-angiogener Faktoren werden dem CO 
zugeschrieben, welches überdies in Abhängigkeit vom Zelltyp vasodilatatorische, anti-
inflammatorische, anti-apoptotische und anti-proliferative Eigenschaften besitzt, und 
beruhen u.a. auf einer Aktivierung von NF-κB. Eine Induktion der Lymphangiogenese 
über VEGF-C ist dabei nicht beschrieben. Umgekehrt stellt VEGF wiederum selbst 
vermittelt über einen Calcium (Ca
2+
)-Influx und eine Aktivierung der Protein-Kinase C 
(PKC) einen Stimulus für die HO-1-Expression dar, woraus sich eine positive Rück-
kopplung ergibt. Eine ähnliche positive Rückkopplung erfolgt über die Induktion der 
HO-1-Expression über eine CO-vermittelte Nrf-2-Aktivierung. CO führt dabei zu einer 
ähnlichen transienten ROS-Produktion in den Mitochondrien wie Isothiocyanate. VEGF 
und CO stellen somit zwei relevante, je vor- und nachgeschaltete Regulatoren der HO-1 
dar. Zudem ist CO in der Lage, seine cytoprotektiven Effekte über Diffusion in umge-
benden Zellen wirken zu lassen (Kim et al. 2006, Rojo et al. 2006, Dulak et al. 2008a, 
Loboda et al. 2008, Ryter & Choi 2009, Lin et al. 2010, Gozzelino et al. 2010). Die  
HO-1-induzierte VEGF-Expression könnte daher auch im Rahmen der Pathophysiolo-
gie der RA eine Rolle spielen und liefert über eine Stimulierbarkeit der HO-1-
Expression aufgrund einer Nrf-2-Aktivierung und Bindung an das stress-responsive 
element im HO-1-Promoter durch Thiol-reaktive Substanzen wie Sulforaphan eine 
mögliche Erklärung für die im Rahmen der Versuche dieser Arbeit erhobenen Ergebnis-
se (Loboda et al. 2008, Dulak et al. 2008a, Ryter & Choi 2009). Der Einfluss der HO-1 
auf die Angiogenese ist allerdings abhängig von dem Milieu, in dem sich die entspre-
chenden Zellen befinden. Bussolati et al. formulierten, dass eine VEGF-induzierte, nicht 
primär inflammatorisch mediierte Angiogenese eine HO-1-Aktivität voraussetzt, wo-
hingegen eine durch ein Milieu mit pro-inflammatorischen Cytokinen und Chemokinen 
getriggerte Angiogenese durch eine erhöhte HO-1-Expression negativ reguliert wird. 
Man vermutet, dass eine derartige Regulation der HO-1 unter den Bedingungen einer 
chronischen Inflammation ohne stark erhöhte Konzentrationen pro-inflammatorischer 
5 Diskussion 
 
69 
 
Mediatoren zum Einen die Infiltration des Gewebes mit Leukozyten inhibiert, zum An-
deren durch die VEGF-induzierte Angiogenese eine Geweberegeneration ermöglicht. 
Eine Zuordnung der RA zu einem der beiden Zustände erscheint nicht eindeutig, da die 
RA zwar eine chronische Erkrankung darstellt, allerdings bezüglich der 
inflammatorischen Aktivität unterschiedliche Stadien durchlaufen und auch 
exazerbieren und damit einer akuten Entzündungsreaktion entsprechen kann. Zudem 
dürfen die Effekte der HO-1 auf die VEGF-Expression nicht gesondert betrachtet wer-
den, da neben einer Vielzahl weiterer Mediatoren auch eine Vielzahl verschiedener Zel-
len beteiligt ist, die einer wesentlich komplexeren intermolekularen und interzellulären 
Regulation unterliegt. Wohlmöglich ist auch eine Alters- oder Krankheits-bedingte 
funktionelle Störung von Endothelprogenitorzellen, wie sie auch bei RA zu finden ist, 
zu einem gewissen Teil auf eine reduzierte HO-1-Aktivität und einen folglich geringe-
ren zellulären Schutz gegenüber oxidativem Stress zurückzuführen (Dulak et al. 2008b, 
Loboda et al. 2008). 
5.3 Bedeutung der Ergebnisse im Kontext der RA-Pathologie 
Zur Untersuchung des Einflusses von Sulforaphan auf die Angiogenese bei RA wurden 
im Rahmen dieser Arbeit in vitro die Reaktionen immortalisierter, transfomierter 
Synovialozyten eines RA-Patienten (HSE-Zellen) mit den immortalisierten, nicht-
transformierten Synovialozyten eines gesunden Probanden (K4IM-Zellen) verglichen. 
Die generierten Ergebnisse müssen bei Interpolation auf die Verhältnisse in vivo bei RA 
kritisch betrachtet werden. Die RA zeichnet sich durch eine komplexe Pathogenese aus, 
welche neben den Synovialozyten Typ A und B auch T- und B-Lymphozyten, 
Endothelzellen und Endothelprogenitorzellen, andere infiltrierende Zelltypen sowie 
Progenitorzellen des Knochenmarks in das Krankheitsgeschehen miteinbezieht. Diese 
Zellen unterliegen einer gegenseitigen Beeinflussung und Regulation und sind darüber 
verantwortlich für die Initiation, Persistenz und Progression der pathologischen Verän-
derungen. Dabei sind nicht nur die lokalen interzellulären Regulationsmechanismen von 
Bedeutung, sondern auch systemische Veränderungen im Genexpressions-, Proliferati-
ons-, Differenzierungs- und Apoptoseverhalten verschiedener Zellen. Die Komplexität 
des Zusammenspiels der Zellen impliziert eine Rolle vieler verschiedener Mediatoren, 
die in unterschiedlicher Weise die Genexpression und Proteinsynthese der einzelnen 
Zelltypen beeinflussen und in ihrer Summe das Bild der zellbiologischen Alterationen 
bei RA ausmachen. So sind eine präferentielle Differenzierung von T-Lymphozyten 
zum Th1-Typ (Salvador et al. 2006, Szekanecz & Koch 2008) und deren vorzeitige 
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Immunoseneszenz (Goronzy & Weyand 2003) ebenso als bedeutungsvoll zu berück-
sichtigen wie die Produktion von Auto-Antikörpern (van Boekel et al. 2002, Vossenaar 
et al. 2004, Auger et al. 2009, Goeb et al. 2009) und funktionell besondere histologische 
Organisationen der B-Lymphozyten (Feldmann & Maini 2001, Takemura et al. 2001a, 
Takemura et al. 2001b, Weyand et al. 2001, Silverman & Carso 2003, Weyand & 
Goronzy 2003, Weyand et al. 2007). Betrachtet man nun in diesem Zusammenhang 
VEGF gesondert, so zeigt sich bereits bezüglich dieses pro-angiogenen Faktors eine 
Interaktion verschiedener Zelltypen. Zum Einen sezernieren Synovialozyten Typ A und 
Typ B, Lymphozyten, Endothelzellen und Osteoblasten als Antwort auf z.B. hypoxische 
Stimuli VEGF (Berse et al. 1999, Hitchon et al. 2002, Koch 2003, Gaber et al. 2005, 
Kim et al. 2006, Amin et al. 2007, Szekanecz & Koch 2008, Akhavani et al. 2009), zum 
Anderen wird VEGFR-1 bzw. Fms-like tyrosine kinase-1 (Flt-1) u.a. in Endothelzellen, 
Monozyten und Makrophagen, Osteoblasten, glatten Muskelzellen sowie in 
hämatopoetischen Stammzellen (Murakami et al. 2006, VEGF 09.2006) und VEGFR-2 
bzw. kinase insert domain-containing receptor (KDR) hauptsächlich in Endothelzellen 
und hämatopoetischen Stammzellen exprimiert (VEGF 05.2006, Kowanetz & Ferrara 
2006). Es bestehen bei RA demnach verschiedene direkte und indirekte positive Rück-
kopplungsmechanismen von VEGF, die eine eindeutige Beurteilung der Rolle der 
Synovialozyten innerhalb dieser Mechanismen erschweren. In der Literatur sind diffe-
rente grundsätzliche Annahmen zur pathogenetischen Bedeutung und tragenden Rolle 
verschiedener Zelltypen bei der Initiation, Persistenz und Progression der RA zu finden. 
Für eine klinisch aussagekräftige Einordnung der Rolle verschiedener Zelltypen und 
Mediatoren bei RA sind auf wissenschaftlicher Ebene zahlreiche in vivo Versuche mit 
selektiver Affektion definierter Zelltypen oder Mediatoren nötig, um die Wirkung der 
einzelnen Veränderungen auf die komplexe Pathologie der RA einschätzen zu können. 
Unter dieser Annahme spiegeln die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten 
Versuche nur eine Substanz-spezifische, konkret eine Sulforaphan-spezifische Reakti-
onsweise der untersuchten Zelllinien K4IM und HSE unter definierten Zellkultur-
Bedingungen wider und erlauben lediglich Spekulationen über eine mögliche Relevanz 
der Ergebnisse für eine potentielle Therapie der RA mit Sulforaphan. Die erhobenen 
Daten zeigen eine Dosis-abhängige Erhöhung der VEGF-Sekretion in beiden Zelllinien 
unter dem Einfluss von Sulforaphan. Als Folgerung aus den Ergebnissen lässt sich ein 
pro-angiogener Effekt des Suforaphans in Synovialozyten, insbesondere in denen von 
RA-Patienten, schließen. Demnach erscheint Sulforaphan ungeeignet, um zur Inhibition 
der Angiogenese und Pannusbildung eingesetzt zu werden. Der in verschiedenen Publi-
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kationen beschriebene anti-angiogene Effekt von Sulforaphan lässt sich nicht bestätigen 
(Bertl et al. 2006, Cheung & Kong 2010). Versuche mit höheren Sulforaphan-
Konzentrationen sowie längeren Inkubationszeiten könnten zum Ausschluss von für den 
Nachweis eines anti-angiogenen Effektes von Sulforaphan ungeeigneten Versuchsbe-
dingungen durchgeführt werden. Möglicherweise wirkt Sulforaphan allerdings über 
andere Effekte positiv bei RA. Seine anti-inflammatorischen Effekte durch eine Inhibi-
tion der NF-κB-Aktivität (Bertl et al. 2006, Cheung & Kong 2010), eine 
Apoptoseinduktion in den sonst Apoptose-resistenten Synovialozyten sowie eine Inhibi-
tion der T-Lymphozytenproliferation (Kong et al. 2010) könnten über eine Modulation 
der zellulären Interaktionen sowie der Cytokinzusammensetzung sekundär zu einer In-
hibition der Wirkung pro-angiogener Mediatoren führen und indirekt eine Sulforaphan-
vermittelte Inhibition und Regression der Angiogenese bewirken. 
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6 Zusammenfassung 
6.1 Zusammenfassung 
Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist gekennzeichnet durch eine chronisch-progrediente 
Synovitis auf dem Boden genetischer Dispositionen, autoimmunologischer Prozesse 
sowie exogener Faktoren und hat in Deutschland eine Prävalenz von 0,5-0,8 % unter 
Erwachsenen. Im Verlauf kommt es durch die Bildung eines invasiven Pannus zu 
schmerzhaften Gelenkdestruktionen mit schweren Funktionseinschränkungen und Be-
hinderungen sowie zu erhöhter kardiovaskulärer Mortalität. Trotz großer Fortschritte in 
der Medikamentenentwicklung in den letzten Jahren gilt die RA nach wie vor als nicht 
heilbar und nur 10-15 % der Patienten erreichen eine dauerhafte Remission. Eine thera-
peutische Interventionsmöglichkeit bietet die pharmakologische Inhibition der 
Angiogenese, welche die Immigration inflammatorischer Zellen aufrecht erhält und den 
expandieren Pannus mit Nährstoffen versorgt. VEGF als zentraler Faktor der 
Angiogenese ist bereits ein therapeutisches Ziel in der Onkologie und Ophthalmologie 
und zahlreiche der aktuell eingesetzten Medikamente bei RA beeinflussen zusätzlich zu 
deren primären Wirkungen negativ die Angiogenese. Sulforaphan, ein für die Gattung 
Brassica spezifisches Isothiocyanat, hat experimentell bei verschiedenen Pathologien 
neben anderen cytoprotektiven Wirkungen auch anti-angiogene Eigenschaften gezeigt, 
weshalb es ein attraktives potentielles Therapeutikum für die Behandlung der RA dar-
stellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in vitro die Auswirkungen von SFN auf die 
VEGF-Sekretion immortalisierter Synovialozyten eines RA-Patienten (HSE) im Ver-
gleich zu immortalisierten Synovialozyten einer gesunden Kontrolle (K4IM) gemessen. 
Entgegen der Eingangshypothese war keine Dosis-abhängige Reduktion der VEGF-
Sekretion unter SFN nachweisbar. Es wurde im Gegenteil eine Dosis-abhängig erhöhte 
VEGF-Konzentration im Überstand der K4IM-Zellen unter SFN [5 µM] auf das im Mit-
tel 1,63-fache der unstimulierten Kontrolle und im Überstand der HSE-Zellen unter 
SFN [2,5 µM] auf das im Mittel 2,82-fache der unstimulierten Kontrolle nachgewiesen. 
In der Literatur sind neben ähnlichen Ergebnissen auch gegensätzliche Ergebnisse zu 
finden, woraus sich die Annahme ergibt, dass die Wirkungen von SFN auf Zellen ab-
hängig von verschiedenen Faktoren wie dem Zelltyp, der Konzentration und Inkubati-
onszeit von SFN sowie den parallelen Einflüssen anderer Mediatoren und Zellen sind. 
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6.2 Abstract 
Rheumatoid arthritis (RA) is marked by a chronical and progredient inflammation of the 
synovial membrane resulting from genetical dispositions as well as autoimmunological 
processes and external influences. In Germany about 0,5-0,8 % of the adult population 
suffer from that disease. In the course of that illness the growth of an invasive pannus 
leads to the destruction of joints and ends in functional impairment or even severe disa-
bility. Besides the mortality rate due to cardiovascular disturbances is significantly in-
creased in patients with RA. Despite the large progress in developing drugs over the 
past decade there has not been any cure for RA so far. Only 10-15 % of the patients 
achieve complete remission. Inhibiting angiogenesis with drugs is an attractive thera-
peutic option as it targets the immigration of inflammatory cells and also the nutrient 
supply of the pannus. One of the most important angiogenic factors, vascular endotheli-
al growth factor (VEGF), has already been established as a drug target in oncological 
and ophthalmological therapies. Many drugs used in the treatment of RA have second-
ary effects apart from their main effects that are beneficial in RA via interacting nega-
tively with angiogenesis. Sulforaphane (SFN), an isothiocyanate derived from plants of 
the species brassica, has not only shown several cytoprotective properties in experi-
ments with different in vivo models of diseases but has also been revealed to mediate 
anti-angiogenic effects and therefore is an interesting potential drug to be used in the 
therapy of RA. In the context of this dissertation I studied the effects of SFN on the se-
cretion of VEGF by immortalized synoviocytes derived from an RA patient (HSE) in 
contrast to immortalized synoviocytes derived from a healthy control person (K4IM). 
Contrary to the initial hypothesis that SFN would decrease the secretion of VEGF by 
the cells dose-dependently a dose-dependent increase of the VEGF secretion was de-
tected in the supernatants of the cells. A preincubation of the K4IM with SFN [5 µM] 
led to a median 1,63-fold increase of VEGF in the supernatant, whereas a preincubation 
of the HSE with SFN [2,5 µM] led to a median 2,82-fold increase of VEGF in the su-
pernatant. As there are several publications presenting conflicting results in this regard 
one has to assume that the effects of SFN on cells depend on many aspects like the cell 
type, the concentration as well as the period of preincubation with SFN and also on the 
interactions with other cells and mediators. 
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